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INTRODUCCION

La acuicultura se expandi6 rapidamente en varios paises de Latinoamérica en vias de
desarrollo con @ afan de incrementar la produccion del camardn, pero € afio 2000, ha
sido e mas dificil en la historia de la industria camaronera en el Ecuador debido al
impacto sufrido por la enfermedad de la Mancha Blanca(WSSV), € cual rebaso

cualquier expectativa negativa.

Actuamente la industria camaronera en e Ecuador, producto dd atague agresivo de este
virus, aun enfrenta problemas relacionados a bajo crecimiento y atas mortalidades lo
cual ha reducido €l nivel de produccion. Estos problemas pueden deberse a unainadecuada

practica de manegjo.

Esta situacion evidencia que es necesario estudios fisiolégicos para desarrollar
estrategias de mangjos adecuadas a la capacidad del animal vy asi incrementar la
produccion. Sin embrago, estudios relacionados a los factores (ambiental es, nutricional,

hormonales) que controlan el crecimiento en camardn son escasos.

Recientes estudios muestran a la insulina como potencial factor de crecimiento en
invertebrados. En la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y e nematodo C.
elegans, hasido demostrado la presencia de receptores de insulina cuya mutacion causa

defectos en € crecimiento y desarrollo (Chen et al., 1996: Kimura et al., 1997).



Resultados similares fueron obtenidos en moluscos(Smit et al., 1991). Asi, se considera

el estudios con Insulina, como laopcién mas clara para controlar € crecimiento.

Paralelamente, péptidos tipo insulina han sido relacionados con € proceso de muda en
artropodos. Lamuda o eliminacion de la cuticula es la culminacion del periodo del
crecimiento. Este proceso esta regulado por las hormonas ecdiesteroides producidas
por € oOrgano Y de crustaceos (Jegla et al., 1990) y la glandula prototoracica en

insectos (Nagasawa et al., 1984).

La produccién de ecdiesteroides es inhibida por la MIH presente en el pedinculo
ocular (Chang et al., 1989) o estimulada por la PTTH (Hormona Prototoraci cotropica)
en € cerebro (Masura et al., 2000). En insectos ha sido identificado un neuropéptido
con funcion prototoracicotropica (Ishizaki et al., 1994) y una alta homologia con la
insulina en su secuencia de aminoécidos (Nagasawa et al., 1984). Recientemente, se
tiene evidencia de que péptidos presentes en sistema nervioso estimulan la muda y

crecimiento en camarén(Nieto, 2000; Hatt et al., 1997).

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

Kucharski et al., 1997).



Indicios sobre la existencia de péptidos tipo insulina en camarones penaeidos han
surgido a partir de estudios inmunohistoquimicos de post larva (Gutiérrez,

comunicacion personal).

Diversas funciones son atribuidas a la insulina en artrépodos. Debido a la homologia
entre crustaceos e insectos junto con la informacion existente sobre lainsulina, fue
nuestro objetivo determinar la funcion que desempefia la insulina en la secrecion de

ecdiesteroides y e metabolismo de carbohidratos en camarones juveniles L. vannamel.

1. ANTECEDENTES

1.1 GENERAL IDADES DE LA ENDOCRINOL OGIA

La endocrinologia es un campo de la ciencia que se encarga del estudio dela sintesis,
secrecion, funcion hormonal, y de los mecanismos de regulacién de la secrecion
hormonal. El sistema endocrino tiene un rol importante pues regula los mecanismos
necesarios en los procesos de adaptacion de las especies a los cambios ambientales. La
adaptacion es un proceso que se desarrolla entre muchas generaciones y en e cual
interviene fundamentalmente el sistema endocrino. Este sistema esta sujeto a una serie

de cambios que apuntan a mantener la homeostasis del organismo y la capacidad



reproductiva. El mantenimiento de la homeostasis implica desarrollar mecanismos

adecuados pararegular la energia del metabolismo.

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

en dos grandes éreas de estudio:

a.- El metabdlico.

b.- El reproductivo

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

diferenciacion celular, y en el control del sistema inmunol égico.

1.2 SISTEMA ENDOCRINO

El sistema endocrino se fundamenta anatomicamente en las glandulas de secrecion
interna o glandul as endocrinas. En la definicion clésica, las glandulas endocrinas tipicas
estan conformadas por células acinares en contacto con una red de vasos sanguineos.
Esta descripcion anatdmica se ha modificado en los Ultimos afios para dar paso a una
clasificacion funcional (Gonzalez, 1997(a)), de tal manera que ahora se considera como

célula endocrina a toda aquella que secreta una hormona.



Laactividad del sistema endocrino es g ecutada por las hormonas mientras que ladel sistema
nervioso central es g ecutada por 10s neurotransmisores. El lugar de accion de un
neurotransmisor o de una hormona se denomina 6rgano blanco o diana. Laforma de accién
sobre el 6rgano blanco en e sistema nervioso es directa através del espacio intersinptico, e

indirectaen € sistema endocrino através de la via sanguinea(Gonzalez, 1997(b)).

1.2.1 Tipos de Transmision Quimica

Las células interactian unas con otras y modifican su actividad metabdlica por accion
de sustancias quimicas denominadas transmisores. Existen diferentes tipos de
transmision quimica: neurocrina, neuroendocrina, endocrina, paracrina y autocrina

(Rosenfeld, 1994).

1.2.2 Transmision Neurocrina

Es la que ocurre en e sistema nervioso a través de sustancias quimicas denominadas
neurotransmisores, las cuales son liberadas al espacio intersingptico y se unen a un

receptor post-singptico modificando |a actividad metabdlica de la célula post-sinaptica.

1.2.3 Transmision Endocrina
Eslaque ocurre en € sistema endocrino através de la liberacion de sustancias quimicas

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



1.2.4 Transmision Neuroendocrina.

Es la que ocurre por la liberacion de sustancias quimicas (neurohormonas) en los

terminales nerviosos haciala circulacion, y actlian a distancia sobre una célula efectora.

1.2.5 Transmision paracrina.
Es la transmisién que ocurre entre dos células adyacentes, donde una de las células
secreta la sustancia (parahormona) que actla por difusion sobre la célula vecina
modificando su funcién. Se le conoce también como control local. Bajo este sistema de
transmision se puede regular la accion de una hormona aumentando o disminuyendo su

accion.

1.2.6 Transmision autocrina

Es cuando una sustancia quimica actla sobre la misma célula que la produce para regular su

secrecion.



1.3 SISTEMA ENDOCRINO DE

DECAPODOS

La endocrinologia de crustéceos decdpodos esté regulada por cuatro tipos de moléculas,
clasificadas como hormonas y como neurorreguladores: péptidos, esteroides, aminas, y

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

a) neurorreguladoresay Grganos neurohémicos Y,

b) glandulas enddcerinas epiteliales detipo clésico.

L os principales 6rganos enddcrino son |os siguientes:

El complejo 6rgano X-glandula sinusal del pediinculo ocular.

El 6rgano postcomisural, que secreta cromatoforinas .

L os érganos pericardicos que secretan la hormona cardioacel eradora.
Losdrganos Y ( epitelial ) que secreta ecdiesteroides.

La glandula androgenica, propia de los machos, que secreta la hormona
androgeénica.

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

hormona juvenil).



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

tipos de hormonas para regular procesos fisiol 6gicos.

1.4 MUDA Y CRECIMIENTO EN DECAPODOS

El crecimiento se manifiesta como el aumento en longitud, volumen o peso.

Una de las particularidades de |a presencia de un exoesqueleto rigido en los crustaceos
es entre otros factores, la restriccion del crecimiento a periodos bien definidos. Esta
caracteristica lleva a la eliminacion del antiguo exoesqueleto y la formacion de uno
nuevo y generalmente de mayor tamano, siendo € conjunto de estos sucesos conocido
como muda. Este fendmeno es ciclico, alternandose fases de relativo reposo externo con

otras deintensa actividad (Vega et al., 2000).

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

(Drach, 1939).

Generamente, €l intervalo entre dos mudas sucesivas puede ser dividido en tres etapas:

postmuda, intermuda y premuda (Drach, 1939), reconociendo cuatro estadios A, B, C,



D (Robertson et al., 1987). Los estadios A y B corresponden a la postmuda; € estadio

C alaintermuda; €l estadio D alapremuda.

La caracterizacion de esos estadios puede resumirse del modo siguiente(Robertson et

al., 1987):

Estadio A: & animal acaba de abandonar |a exuvia, continuando la secrecion de
lanueva cuticula.

Estadio B: comienzan a endurecerse las diferentes capas de la nueva cuticula.
Estadio C: todo € exoesgueleto se engrosa y endurece. Hay crecimiento de
tejidos y acumulacién de reservas.

Estadio D: se reabsorben los minerales y materiales organicos del exoesgueleto

y se deposita parciamente el nuevo exoesqueleto, debajo del vigo.

Cada uno de estos periodos puede reconocerse, y a su vez dividirse en subestadios, por
cambios tegumentarios externos (grado de rigidez, pigmentacion) o internos, como la
formacion de las nuevas setas 0 setogénesis, que permite seguir €l ciclo por observacion

microscopica directa (Aiken,1973; Reaka,1975; Dexter, 1981; Robertson et al., 1987).



1.4.1 Control dela muda

La exuviacion, es la manifestacion de un compleo proceso. Esencialmente todos los
tgidos estan involucrados en la preparacién de la siguiente muda: hay movilizacion de
reservas, aumento de la divisiéon celular y modificacion del comportamiento. Como en
el resto de los animales, la coordinacion de la serie de eventos necesarios para la ecdisis
através del tiempo de la intermuda, se efectiia mediante un sistema hormonal (Chang,

1991). El control delamuda de los crustéceos, se debe ala siguiente interaccion:

1.4.2 La Hormona Inhibidora de la muda (HIM),que se origina en € complgo
organo X-glandula sinusal localizado en los pedinculos oculares (Chang, 1989). La
HIM  promueve la formacion de nuevos tejidos e inhibe la actividad secretora del

organo Y (Fig.1)

1.4.3 Organo Y,es un par de glandulas epiteliales endocrinas localizadas cerca del
muscul o aduptor mandibular, en la cdmara prebranquial. Fue descrito como homdlogo a
la glandula prototorécica en insectos, como fuente de la hormonas de la muda o

ecdiesteroides : ecdisona, 20-OH-ecdisona,  3-

Dehidroxiecdisona (Chang, 1989) entre otros(Fig.2).



Fig.1. Ubicacién del organo Y, en Penaeidos (Sefiani, 1996).

La ecdisona, es transformada en tgidos periféricos, a su forma activa, la

20-hidroxiecdisona (Skinner, 1985) que desencadena la preparacion del

organismo para una nueva ecdisis (Skinner, 1985).

Fig.2. Estructura de ecdiesteroides en crustéceos. (@) ecdisona, (b) 20-OH-ecdisona, (c) 3-
Dehidroxiecdisona. (tomado de Chang, 1997).

La concentracion de ecdiesteroides en la hemolinfa varia drésticamente durante €
transcurso del ciclo de muda. En la postmuda, inmediatamente después de la ecdisis, su

concentracion es minima; luego hay un subito incremento, alcanzando la maxima



concentracion durante la premuda, paraluego disminuir en forma abrupta, poco antes de

lamuda (De Reggi et al 1975: Dorothy, 1985: Chan, 2000: Nieto, 2000).

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

(Skinner et al., 1985; Lachaise et al., 1993).

1.5 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOSEN CRUSTACEOS

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que ocurre en € interior de las
células para obtener energia y sintesis de macromoléculas a partir de compuestos
sencillos mediante procesos

metabdlico

Variasrevisiones han resumido evidencias sobre la existenciade 2 vias parad desdoblamiento
de laglucosa en la obtencion de energia en crustéceos, como son laglicolisisy laruta Fosfato

pentosa (Chang et al., 1983) (Fig.3).
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Figura 3. Diagrama de laviade glucolisisy fosfato pentosa, en el metabolismo de la glucosa.

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

ribosa en un sustrato en el metabolismo de acidos nucl éicos.

Diversos estudios demuestran que las vias para el metabolismo de la glucosa son diferentes por
tgjido y por estadio de muda. En el crayfish Oroconectes virilis, la glucosa es metabolizada por
laviafosfato pentosa durante laintermuday en premuda esta actividad se reduce por la
activacion de laglicdlisis (Chang et al.,1983). En contraste con estainformacion, en el crayfish
Pacifastacus leniusculus, € metabolismo de la glucosa ocurri6 via glicdlisis durante la

intermuda (Chang et al.,1983) (Fig.3).

Debido a que laliteratura existente describe el metabolismo de carbohidratos en diferentes

tegjidos, de una multiplicidad de especies de crustaceos, es dificil establecer una solarutade



metabolismo de la glucosa (Fig.4). Sin embargo, lainformacion sugiere algunas

generalizaciones:

1. Laglicdlisis (formacion de &cido léctico a partir de glucosa) es laruta catabdlica
principal de laglucosaen el masculo de crustaceos.
2. Lareacion de catabolismo glicalitico y no glicolitico es mas baja en las branquias
y hepatopancreas que en otros tejidos.
3. Lasintesisy degradacion del glicogeno varia de manera definida através del ciclo
de muday son reguladas por hormonas.
Lanaturalezay los niveles de los carbohidratos circulantes en la hemolinfa son afectados por
ciertos parémetros como: el estadio de muda, estrés (Sanders. 1983), temperatura, salinidad
(Ranferi. 2002) y la hormona hiperglicémica (Chung et al., 2003)

a b
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Fig:4. Estructuraquimicade; (a) Glucosa, (b) piruvato. ( tomado de Lehninger, 1982 ).

1.5.1 Control hormonal de la Glucosa



En crustaceos la variacion de glucosa alo largo de un ciclo de muda, se debe a un péptido
estimulador llamado hormona hiperglicemica de crustaceos (CHH). Esta hormona posee en su
estructura: una secuencia de 72 aminoacidos, un piroglutamato unido a terminal amino y una

amino vainaal terminal carboxilo.

Las CHHs (CHH-A y CHH-B) son los neuropéptidos méas abundantes en la gldndula Sinusal
(SG) (Cuzon et al., 2000). Esta neurohormona desempefia un rol importante en laregulacion de
la glicemia, incrementalos niveles de D-glucosa en la hemolinfa via movilizacion de D-glucosa
almacenada en hepatopancreas y musculo. El decrecimiento del nivel glicémico sedebeala
reversion del proceso en laproduccion de D-glucosa en tejidos objetivos , hepatopancreas'y

musculo (Verry et a 2001).

1.6 PEPTIDOS TIPO INSUL INA

1.6.1 Insulina

La insulina (Fig.5) es una proteina dimérica unida por puentes disulfuro, la cual es
sintetizada como un precursor de cadena simple que primero pierde € péptido sefia, y
posteriormente pierde un segmento conocido como péptido C, antes de llegar a ser la

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

En vertebrados la insulina es producida por un grupo de céulas enddcrinas

pancredticas (cdlulas 3), y su funcién es mantener 1os niveles normales de glucosa en la



sangre (Froesch et al., 1985). Los efectos de la insulina sobre sus tejidos blanco, son

metabdlicos, promueven la captacion de glucosa (Ullrich et al.,1997).

El descubrimiento de la insulina representd un gran paso en la medicina clinica, y
contribuyé sustancialmente a progreso en € campo molecular y endocrinologia
comparativa. La importancia del uso de insulina para tratamiento de diabetes trgjo gran
interés en esta hormonay consecuentemente se convirtié en un recurso disponible para

estudios de caracterizacion estructural y funcional (Steiner et al., 1967).

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

molecular selogré determinar lafilogeniay €l origen evolutivo de lainsulina.
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Fig.5. Diagrama de la estructura de la insulina, constituida por 51 aminoécidos. La sintesis de
insulina atraviesa diferentes etapas. se fabrica como preproinsulina que luego se transforma en
proinsulina a cortarse sus extremos. La mayoria de la proinsulina se separa en dos partes:. €l
“péptido C" (conector) vy la insulina, que esta constituida por dos cadenas polipeptidicas, una de
21 amino&cidos y otra de 30, unidas por dos puentes disulfuro. (Fuente

www.porquebiotecnol ogia.com.ar)

1.6.2 Factor de crecimiento tipo insulina (IGF)
Posteriormente a descubrimiento de la insulina, se identificaron a los factores de
crecimiento tipo insulina IGF-1 y IGF-1I, que juntos forman un solo grupo de

polipéptidos, debido un alto grado de homologia en la secuencia de aminoécidos y en la

estructuraterciaria (Fig .6).
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Fig.6. Estructura biologica del IGF, basada en disfracion de crista de rayos-X.
(Tomado CSIRO, 2004).

Los IGFs son sintetizados por varios tipos de células y tienen efectos autdcrinos o
parécrinos sobre células objetivo cercanas, asi como desempefiar accion endocrina a
través de la circulacion, cuando van acompaniados por una proteina enlazante (Sara et

al., 1990).

1.7 PEPTIDOSTIPO INSULINA EN ARTROPODOS

La existencia de péptidos tipo insulina en artrépodos se reportd por primera vez en
1984, con la identificacion estructural de un péptido aislado del gusano de seda,
Bombyx mori, capaz de estimular |a produccion de ecdiesteroides en otra especie,
Samia cynthia ricini. Esta hormona denominada bombixin (Smit et al., 1998; Riehle et

al., 1999), posee gran similitud a la insulina, ambas consisten en dos cadenas



conectadas por varios puentes de disulfuro, comparten igual nimero de residuos de
Cisteinas asi como €l espacio entre ellos en cada cadena. (Smit et al., 1998).

Posteriormente, péptidos tipo insulina han sido identificados en € cerebro de otras
especies de insectos como la mariposa, Calliphora vomitaria, la mosca, Drosophila
melanogaste , y e satamontes Locusta migratoria (Smit et al., 1998) con funcion

ecdisotropica.

Similar efecto ecdisiotropico se ha observado en cultivos in vitro de ovarios del

mosquito Aedes aegypti con insulinabovina (Graf et al., 1997).

Ademas de funcion ecdisiotropica y promotor de crecimiento, estudios han demostrado
gue péptidos tipo insulina regulan el metabolismo de la glucosa en algunos tejidos en

insectos(Verry et al 2001).

En contraste a  reportes en insectos, estudios en crustaceos demuestran que péptidos
tipo insulina cumplen una funcion metabdlica. Como lo describe Richardson et al.,
(1997) donde dosis de insulinay IGF ocasionaron un incremento en € contenido de la
glucosa en e hepatopancreas y € musculo de Crayfish, asi como en branquias de
cangrejos ( Kucharski et al., 1997), demostrando que la peptidos tipo insulina actla en
forma antagdnica CHH, causando incremento de glucosa en tejidos

1.8 ENSAYO DE INMUNOABSORBANCIA DE ENZIMA LIGADA (ELISA)




El ensayo inmunoenzimatico (EIA) consiste en € uso de anticuerpos que pueden
reconocer € antigeno de interés en una mezcla no purificada de antigeno, cuya
reaccion puede ser detectada por la presencia de una enzimaunidaal anticuerpo.

El término ELISA (ensayo de inmunoabsorbancia de enzima ligada) se aplica a un
método heterogéneo, en e cua la actividad de laenzima se mantiene luego de la

reaccion entre el anticuerpo y € antigeno.

El método ELISA del tipo competitivo ha sido disefiado para la cudificacion de
ecdiesteroides en artropodos (Porcheron et €., 1989; De Reggi et a 1992), € cua se
resume en € siguiente méodo de funcionamiento: El primer anticuerpo (IgG) es
adherido a una fase sdlida(fig.6.1); posteriormente se adiciona € antigeno que se desea
cuantificar, luego se agrega otro antigeno marcado con una enzima, estos quedan libres
en e medioy se agrega € segundo anticuerpo considerado como
un antisuero que se uniraa primer anticuerpo e identificara alos antigenos de interés.
Este antisuero reconocera ambos antigenos, la abundancia del antigeno de interés
indicara mayor o menor grado de union del antigeno marcado(fig.6.2), lo cua se vera
reflgiado a agregar un sustrato(fig.6.3) dando un cambio de color por la reaccion con
la enzima, es decir que la intensidad de color (grado de reaccion) es inversamente
proporciona alacantidad de antigeno presente en lamuestra. Laintensidad del color es
leida en un espectrofotometro, obteniendo resultados en absorbancias (unidades
Opticas). Los resultados son interpolados en la curva estandar de 20-hidroxiecdisona,

la cual ha sido sujetaa mismo proceso que las muestras.
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Fig.7. esquema del protocolo del analisis de inmunoabsorvancia de enzima ligada para la

determinacion de ecdiesteroides(Porcheron et al., 1989).

2 MATERIALESY METODOS

21 ANIMALES

Se utilizaron camarones juveniles Penaeus vannamel de 10,31+0.17 gramos de peso, de

piscinas camaroneras de LONETGO (Pamar) y la Estacién Experimental de la

Fundacion CENAIM-ESPOL (Palmar). Los 2 grupos de animales fueron mantenidos en



areas separadas.

Para €l primer Bioensayo, se utiliz6 un tanque exterior de 8 toneladas y para €
segundo ensayo un tanque de 18 toneladas del departamento de Maduracion  (
CENAIM-ESPOL). Ambos tanques fueron mantenidos con un recambio de agua de

100%. La aimentacion se baso en un 5% de dieta seca comercia (ABA-Empagran).

2.2. EFECTO DE INSULINA / IGF SOBRE ORGANOS Y

2.2.1 Disefio experimental.
El disefio experimental se realizd para la determinacién del efecto de la insulina/IGF
sobre la sintesis de ecdiesteriodes en cultivos in vitro de Organos Y, en diferentes
estadios de muda, mediante arreglo factorial 2*° : donde € factor uno (Insulina/lGF)
posee cuatro niveles (102 M, 104 M, 10° M, 10°M), mientras que € factor dos (estadio

demuda) tiene cinco niveles (A-B, C, D 0, D1, D2-3).
Se seleccionaron animales en diferentes estadios de muda (Setogenesis), tomados de
manera aeatoria de un tanque exterior de la Fundacion CENAIM-ESPOL, para la

diseccion del 6rgano objetivo.

2.2.2 Dilucion de Hor monas.



2.2.2.1 Insulina.
Se elabord una solucion madre con 57.33 mg de insulina bovina (SIGMA) en 1 ml de
solucién de écido acético a 0.7%, obteniendo una concentracién final de 102M.
A partir de lasolucion stock se prepard diluciones 10-3M, 10-*M, 10-°M y 10-°M, 10-8

M y 10-° utilizando medio de cultivo.

2.2.2.2 Factor de Crecimiento Tipo Insulina (IGF)
Se prepard una solucion madre con 50 ug de hr-IGF | (SIGMA) en 1 ml de PBS
filtrado (0.22 nm), obteniéndose una concentracion de 1.3x10° M. Posteriormente se
realizd una segunda dilucion de 1x10-8 M. en 1 ml de PBS, que fue utilizada para

preparar las diluciones 10°M, 101°M, 101*M y1012M.

2.2.3 Determinacion de Estadio de Muda.
Los estadios de Muda, fueron establecidos segun Robertson (1987),
mediante n observacion en microscopio de la parte interna del

uropodo(Fig.7).
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Fig.8. Caracterizacion de estadios de muda mediante observacién microscépica directa,
segun Robertson et al., 1987.

Estadio A: inmediatamente después de la Ecdisis, la matriz celular pigmentada

[lena completamente | as base setales, duracién dos dias.

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

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

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

epidermal hastala base de las mudas setales, se presenta en el quinto dia.

Estadio D1: pigmento retraido desde la base de las mudas sobre lavigja cuticul a,

octavo dia.

Estadios D2 — D3: El futuro pigmento retraido y e desarrollo de nuevas setas es
observado en e décimo segundo dia, luego se produce la Ecdisis (muda) al

siguiente dia (24 horas), se observa el estadio A.

2.2.4 Diseccion del Organo Y.
Se colocod a animal en agua salada con hielo por 5 minutos para desacelerar €
metabolismo. Una vez inmovilizado €l animal, se realizdO un corte para separa €

cefalotorax del abdomen; luego se realizé un segundo corte longitudinal desde la region



dorsal a la ventral del cefalotérax, que lo dividié en dos mitades iguales. Sobre una
bandegja pequefia de metal con agua de mar estéril a 4°C, se fijé a una aimohadilla de

caucho una de las secciones, colocando |la parte del exoesquel eto hacia abgjo.

A continuacion se separd las branquias y apéndices hacia atras y se sujetd con agujas a
la almohadilla ambos lados, de manera que quedo expuesta la epidermis que recubre la
region branquial. Se realizo un corte, siguiendo la linea de unién de la epidermis con €
exoesqueleto que cubre la camara branquial, desde donde nace el branquiopodito hasta
un nervio gque se observa transversalmente. Luego se completd € corte hacia arribay en
los extremos en forma de un rectéangulo. Finamente se transfirié la fina pelicula de
tgido a un microtubo con agua de mar estéril a 4°C por diez minutos, para su

estabilizacion previa alaincubacion en medio de cultivo.

2.2.5 Cultivode érganos" Y" in vitro

Una vez disectados los érganos "Y" y estabilizados en agua de mar estéril, durante 10
minutos a4 °C, se transfirid cada uno de los tejidos a celdas de microplacas (96 celdas
Nunc-Immuno TM surface) que contenian 200 pl/celda de medio de cultivo M199
(preparacion segun Blais et al.,1994) y fueron mantenidos por una hora ( T1 ) a
temperatura ambiente. Luego de la primera hora de incubacion, un o6rgano Y
(tratamiento) fue transferido a una celda que contenia medio de cultivo fresco y la
hormona a probar ( Insulina 0 Factor de crecimiento tipo insulina ), mientras que €

otro 6rgano Y (control) se depositd en una celda con medio de cultivo fresco sin



hormona. Ambos 6rganos Y fueron incubados por un lapso de dos horas ( T2 ).
Posteriormente los érganos Y fueron removidos a otra celda con medio de cultivo
fresco por una horamés (T3). Terminado el tercer periodo de incubacion, se desecharon

los 6rganos Y almacenando las muestras de medio de cultivo a-20 °C.

Para determinar e grado de estimulacién de ecdiesteroides se relaciond la
concentracion obtenida del T1y € T3 para @ tratamiento y € control del proceso de

incubacion (ver gemplo).

-Primerahora (T1)
Concentracion de ecdiesteroides del OY -Tratamiento (0,017 ng/pl).
Concentracion de ecdiesteroides del OY -control (0,033 ng/pl).

Tasa de la concentracion de ecdiesteroides T1 0.017 / 0.033=0.52

-Tercerahora (T3)
Concentracion de ecdiesteroides del OY -Control 0.058 (ng/ul).
Concentracion de ecdiesteroides del OY -Tratamiento (0.019 ng/pl).

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

-Relacién de latasa de producciéon T3/T1.
Tasadel T1: 0.52 ng/ pl.

Tasadel T3: 0.33 ng/ pl.



*Tasa de estimulacion: 0.33/0.52 =0.64
*S la tasa deestimulacion es >1: Hubo estimulacion en comparacion con el control.
*Si latasa de estimulacion es <1: El tratamiento produjo unainhibicién en comparacion

con €l control.

2.26 ENSAYO DE INMUNOABSORVANCIA DE ENZIMA LIGADA (ELISA).

2.2.6.1 Curvaestandar.
Se utilizd 20-Hidroxyecdysone (20-E SIGMA) a una concentracion 10° M., como

solucién madre.

La curva estandar consistié en  diluciones en un rango de 10-"M. a 10-'M., para lo
cua se prepard 10 microtubos con medio de cultivo, 5 de ellos con 170 pl, los otros 5

con 360 ul y fueron ordenados de forma aternada.

Seagregd 80 pL desolucién 10-6 M, al microtubo A (170ul deM119)y 40l al
microtubo B ( 360ul de M 119 ), luego se homogenizo con vortex, los microtubos C
y D recibieron 80 pl y 40 ul de la solucién del microtubo B, respectivamente. Se

repitié e proceso hasta completar las 10 muestras.



2.2.6.2 Protocolo De La Técnica Elisa.

a) Fijacion (Coating) de placasELISA.
Se prepard una solucion de recubrimiento para 10 microplacas, con unadilucién 1:1000
de anticuerpo ( GAR, Bélgica) en 10 ml de tampdn de Fosfato 1 M., pH 7,4 y 190 ml
de aguamiliQ. Se distribuyd 200 uL de la mezcla/celda de las microplacas y se incubd
a temperatura ambiente por 24 horas. Se agregd 100 uL por celda de una solucion de
BSA (10,300 g en 100 ml de agua de miliQ ), y las microplacas se mantuvieron a 4°C

por lo menos 12 horas antes de su uso.

b) Lavado de microplaca.
Se elimind € contenido de la placa previamente incubado, y se lavd 5 veces con 200
uL por celda de solucion de lavado (0,01 M de tampdn de Fosfato con 0,05% de Tween

20).

¢) Solucion de anticuerpoy tracer enzimatico.
Se empleo € tracer ( rastreador ) enzimético succinyl-20 hidroxyecdysone ligado ala
peroxidasa donado por €l Dr. Delbeque ( Universidad Bordoux |, Francia) y anticuerpo anti
20-E de congjo ( AS 4919 ) donado por & Prof. Patrick Porcheron ( Universidad de

Paris,Francia).



Se prepard una dilucién 1:1000 de anticuerpo y una solucién de tracer a una dilucion
1:10,000 con tampon de fosfato 0.1M.
Las diluciones fueron realizadas en tubos de vidrio y ailmacenadas a 4° C para uso en

el momento.

d) Incubacion.
Las celdas de la microplaca se llenaron por duplicado en € siguiente orden: con los
estandares: 50 UL cada uno; seguido de las muestras, 50pL, finalmente dos celdas con
50 pL de M119 como control de porcentaje de unién, y dos celdas con 100 pL de
M119 como control o blanco, luego se agreg6 50 uL de tracer enzimatico y 50 pL por
celda de anticuerpo AS 4919 atodas las celdas excepto alas correspondientes a blanco,

con ayuda de una pipeta multicanal .

Parala reaccion inmunol dgica, la microplaca se incubd por dos horas en agitacion continuaa 70

rpm en una bandeja de agitacion (Stuart Scientific) atemperatura ambiente.

€) Reaccion enzimatica.
Se lavo la microplaca, como literal b, luego se adiciond 200 pL por celda de la mezcla
de reactivo de coloracién, y se dgjo en agitacion continua, para € desarrollo de la
reaccion por 50 minutos.

f) Lecturay andlisis.
Finalmente se leyd la microplaca en espectrofotdometro BIOCHRAMITA a 620 nm. La

informacidn obtenida, se transform0d utilizando laférmula:



SB
x 100

Bo

B :Esigua alaobservanciadel blanco.
S :Esigua alaabsorbanciadel estandar o muestra.

Bo: Esigua alaobservanciadel control de 100% de union.

Se gréfico la curva estdndar con los ecdiesteroides (logaritmo base 10) en la abscisa

versus B/Bo en la ordenada. Los datos fueron linearizados y la formula resultante fue

utilizada para el procesamiento de los datos de las muestras.

2.3 EFECTO DE INYECCION DE INSULINA/IGF SOBRE METABOLISMO

DE LA GLUCOSA

2.3.1 Disefio experimental.



Se desarroll6 un disefio experimentral con € objetivo de observar € efecto post
inyeccion de insulina/IGF sobre los niveles de glucosa en la hemolinfa y tejidos de
camarones juveniles P vannamei, después de 1, 3, y 5 horas. El disefio consistié en un

arreglo factorial 2X4 completamente al eatorio.

Se seleccionaron animales en estadio C (intermuda) los cuales fueron aclimatados a
temperatura ambiente (26 °C) en el set experimental # 21, 3 dias antes del ensayo. Los animales
fueron distribuidos de manera aleatoria e individua en recipientes de vidrio (1,5 litros),

asignados previamente en 10 bandejas.

La alimentacién consistio en una dieta comercia (ABA-empagran), la cua fue suspendida 24

horas antes del ensayo.

2.3.2 Extraccién de hemolinfa

Para extraccion de hemolinfa se utilizaron jeringuillas descartables de 1 ml ( Insulin
Syringe 26 G 1/2 ) enjuagadas con anticuagulante ( Citrato de Sodio a 10%) a4°C . La
hemolinfa fue extraida del primer segmento abdominal, region ventral ( membrana
artropoidal ) del animal. 100 M de hemolinfa fue transferido a microtubos de 1,5 ml
previamente llenados con 300 nl de etanol a 95%. Los microtubos fueron
centrifugados a 4.000 r.p.m. por 5 minutos a 4 °C. Se separé €l sobrenadante para €

respectivo andlisis.

2.3.3 Extraccion detgjidos



2.3.4 Extraccion de hepatopancr eas.

Los camarones fueron colocados en agua salada, luego se les realizé un corte transversal de la
membrana que une el cefalotorax con e abdomen en laregion dorsal, seguido por un segundo
corte desde la parte posterior a la anterior del cefalotdrax, quedando. descubierto €
hepatopancress, y finalmente se realiz6 un corto en e sitio de union del corddn intestinal.

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

almacenado en nitrégeno liquido para su posterior andisis.

2.3.5 Extraccion del musculo.
La extraccion del muasculo se elimind e exoesqueleto del abdomen, y se corto
transversalmente en & segundo segmento abdominal. El tejido fue transferido a un
microtubo de criopreservacion (NUNC®) y luego amacenado en nitrégeno liquido para

su posterior andisis.

2.3.6 Extraccion de branquias.
La extraccion de las branquias se realizo diminando el exoesqueleto que cubre la camara
branquial, paraluego realizar un corte en la parte basal de las branquias. Luego se transfirio las
branquias a un tubo de criopreservacion (NUNC®) y amacenado en nitrégeno liquido parasu

posterior andisis



2.3.7 Andlisis de Glucosa.

Paraandlisis de glucosa de se utilizo un Kit de andlisis de Glucosa (SIGMA), con la

modificacién del volumen de la muestra ha cuantificar.

2.3.7.1 Curva estandar de glucosa(Kit Sigma).
Serealiz6 una curva estandar de glucosa, elaborada en etanol 95% y agua desionizada (

viv: 3:1) parae andlisis de lahemolinfa

A partir de una solucion madre de 0,lug/ul de glucosa se prepararon diluciones

seriadas de 0-5 ug (10 puntos)para un volumen de 120 ul.( Fig. 8).

Stock de Glucosa.

E 1,25X10-3 ug/ul

7,5 ul 15 ul 225 ul 30ul 37,5u 45 ul 52,5ul 60 ul 90 ul 120 ul STOCK
PO | O | P | S| P "
112,5ul 105 ul 97,5ul 90 ul 825ul  75ul 67,5ul 60 ul 30ul 00ul H20O/Citrato

Fig.9. Curva Standard de glucosa, Elaborada para corregir los datos de lectura realizadas con e kit
Sigma para glucosa.



2.3.7.2 Protocolo de andlisis de glucosa(K it Sigma).

En microtubos se mezcl6 80 ul de reactivo del kit de glucosasigmay 40 ul de muestra
0 esténdar. Luego se incubo por 15 min. a temperatura ambiente. Las mezclas fueron

leidas en & espectrofotometro(Thermo spectronic-Genesys 20) a 340nm.

2.3.8 Determinacion de glucogeno.

2.3.8.1 Preparacion de suer o enzimético.
Se utilizo un microhomogenizador de tegjido (Ultra Turax T 25) para macerar €l
hepatopancreas en 0,5 ml de agua destilada y enrasado hasta 1,5 ml con la misma

calidad de agua.

Se uso tubos de microensayos (eppendorf) para mantener el  hepatopancreas
homogenizado y sumergido en hielo picado hasta su inmediata centrifugacion a 13000
rpm por 12 minutos a 4 °C en centrifuga (KOKUSAN H200B) y congelados en — 80° C

y luego fueron transferidas a un congelador de — 20°C hasta el momento de su analisis.

2.3.8.2 Preparacion Curvade calibracion (5-40 ug).
Sedisolvio 0,01 g de glucosaen 20 ml de ATC (acido tricloro acético) a 20 %, como solucion

madre.

Se Tomo 2000 ul de lasolucion madre y sediluyoen 10 ml de ATC a 20 % obteniéndose una

concentracion de 100 ug/ml como solucién de trabajo y se procedi6 atransferir 100, 200, 300,



400, 500, 600, 700, 800 ul de solucion de trabajo (100 ug/ ml) atubos devidrioy sellevo

hasta 2 ml con agua destilada.

El blanco se preparo con 2 ml de agua destilada.

Se Afiadir a todos los tubos 0,5 ml de fenol a 80% y 5 ml de &cido sulfurico
concentrado e inmediatamente se Agito. Después de 30 minutos se tomo 200 ul y se

coloco en unaplacade elisaparaser leido en € espectrofotometro a492 nm.

2.3.8.3 Andlisisdela muestra.
Se coloco 0,1 ml de suero enzimético en de centrifuga y se adiciono 2 ml de ATC 20%

seguidamente se agito.

Se centrifugo a 3000 rpm por 20 minutosy el sobrenadante fue transferido a otro tubo de
centrifugay se adiciono 2 ml de éter de petroleo para seguidamente ser centrifugado a 3000
rpm por 20 minutos, luego se descartar lafase superior que contiene éery ATC

cuidadosamente con ayuda de una micropipeta pasteur.

Se tomo 2 alicuotas de 0,5 ml de lafase inferior del tubo de centrifugay se coloco en
tubos devidrioy sellevo a2 ml con agua destilada, se adiciono 0,5 ml de fenol al 80

% y 5 ml de acido sulfurico concentrado. Seguidamente se agito.



Transcurrido 30 minutos tomo 200 ul y se coloco en una placa elisa para medir la

absorvancia en un espectrofotometro a 492 nm.

El resultado se expreso en mg/ glicogeno/g hepatopancreas/ml.

3. RESULTADOS.

3.1 EFECTO DE PEPTIDOS TIPO INSULINA EN LA PRODUCCION DE

ECDIESTEROIDES.

La habilidad de peptidos tipo insulina en estimular la produccion de ecdiesteroides fue
probada en 6rganos Y aislados de juveniles P vannamei en diferentes estadios de muda.

Los 6rganos Y fueron cultivadosin vitro durante tres tiempos diferentes.

3.1.1Interaccion delos estadios de muda con insulina bovina en cultivosin vitro.

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

de concentraciones de Insulina bovina (10-3 M, 10-* M, 10-> M, 10-5, 10-8M y 10-1°M )



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

existen diferencias significativas mediante la prueba de "Ji" (Chi)Cuadrado.

Los resultados obtenidos después de aplicar € andlisis de "Ji" Cuadrado no mostro
efectos significativos (p>0.05) de interaccion entre e estadio de muda y las

concentraciones de insulina a los que fueron sometidos, como se muestra en la figura

10.
6 -
5] @ 10-10M
0 4 - m10-8M
g 3 010-6M
= i
& O10-5M
2 W 10-4M
1 - @10-3M
0 1 T T

AB C Do D1 D2-3

Estad’'o de muda

Fig. 10 Efectos de concentraciones de insulina sobre ecdiesteroides cuantificado
enratios, barras verticalesindican el error estandar de lamedia.

3.1.2Interaccion delos estadios de muda con | GF-l en cultivosin vitro.



Previo a andlisis estadistico. los datos fueron analizados de igual forma que € ensayo

anteriormente descrito con insulina bovina en cultivosin vitro.

Los resultados obtenidos después de aplicar € andlisis de "Ji" Cuadrado no mostro
efectos significativos (p > 0.05) de interaccion entre e estadio de muda y las

concentraciones de IGF-I alas que fueron sometidas (Fig 11).

6 - O010-12M
"] 4 H10-11M
£ L
E ) J10-10M
0 1 1 1 1 1
AB C Do D1 D2

Estad’os de muda

Fig. 11 Efectos de concentraciones de |GF-1 sobre ecdiesteroides cuantificado
enratios, barras verticalesindican € error estandar de la media.

3.2. EFECTO INYECCION PEPTIDOS TIPO INSUL INA SOBRE NIVELES DE

GLUCOSA.

3.2.1 Niveles de Glucosa en hemolinfa.



Bajo la hipétesis de que peptidos tipo insulina desempefian una funcién en €
metabolismo de la glucosa en los crustéceos, se procedié a evaluar € efecto de la
Insulina 'y IGF-1 en juveniles P. vannamei, através de la cuantificacion de niveles de
glucosa en la hemolinfa, luego de una inyeccion de insulina bovina o factor de

crecimiento tipo insulina

Los niveles de glucosa fueron expresados en ug glucosa/ml de hemolinfa, comparados
entre tratamientos y tiempos de muestreo post inyeccion. Se observo diferencias entre

tratamientos y control, como nos muestrala Tabla. I.

Tabla .l. Niveles de Glucosa en Hemolinfa, Mediciones a través del tiempo después de
gue los animales fueron inyectados con peptidos tipo insulina. Los valores son
expresado en ug glucosa/ml, + error estandar, * diferencias significativas (p < 0.05) y
** diferencias significativas (p < 0.01)

TIEMPO IGF-I INSULINA CONTROL (PBS-BSA)
0 19.72+ 1.58 19.72+ 1.58 19.72+ 1.58
1 24.57 £2.55** 18.85+ 2.42 1557+ 5.68
3 16.85+5.78 12.81+ 1.18 15.24+ 5.15
5 18.78+1.14* 55.42+13.35 45.06+ 8.18

En e comportamiento entre la hormona (Insulina/IGF-I) y & nivel de Glucosa en
hemolinfa, se pudo observar que después de una hora post inyeccién existe un
incremento, siendo IGF-1 altamente significativo en un 37% (24.57 £2.55 ug**) que
insulina con un 16% (18.85+2.42 ug), respecto a control (15.57+5.68 ug), pero

presento una leve disminucion de glucosa comparado con el tiempoinicial.

A lastres horas no se ven diferencia significativa de | os tratamientos con respecto a control.

Observandose parad IGF-I un incremento de 9,6 % ( 16.85 +5.78 ug ), mientras que €l



tratamiento con Insulina disminuyo en un 19% ( 12.81+ 1.18 ug ) referente a Control, pero

ambos disminuyeron €l nivel de glucosarespecto a tiempo inicia (TO= 19.72+ 1.58).

A las cinco horas de lainyeccion de | os tratamientos, se observo un comportamiento inverso al

registrado alas 3 horas de lainyeccién. El tratamiento con IGF-I disminuyo significativamente
los niveles de glucosa un 58% (18.78+ 1.14 ug.*), mientras que € tratamiento con Insulinano
provoco cambios con respecto a control (45.06+ 8.18 ug), sin embrago insulinay control

difieren a tiempo inicia, incrementando los niveles de glucosa (Fig.12).
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Fig.12. Efectos de Insulina/IGF-I sobre el nivel de Glucosa en hemolinfa, después de 4 intervalos de
tiempos distintos. barras verticales indican € error estandar. El asterisco representa que €l valor es
significativamente diferente que el control * (P< 0.05); ** (P <0.01).

El tratamiento con IGF-1 tuvo un efecto atamente significativo (P < 0.01) comparado a
tratamiento con PBS (contral), incrementado |os niveles de glucosa despues de 1 hora y luego

disminuyendol os alas cinco horas post inyeccidn, mientras que €l tratamiento con insulina

bovinano mostro diferencias significativas en cada uno de | os tiempos comparado con €



tratamiento control. Sin embargo, ambos tratamientos (insulina y control ) difieren en € tiempo
cinco respecto al tiempo 1y 3, incrementando € nivel de glucosa en la hemolinfa, mientras que

| GF se mantiene cercadel nivel del tiempo inicial, durante el tiempo de ensayo.

3.2.2. Niveles de Glucogeno en tgjidos.

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

gramo de tgjido humedos (mg glucogeno/g tejido),

3.2.2.1. Hepatopancreas.
Los resultados de glucogeno en hepatopancreas después de aplicarse andlisis de
varianza de 2 vias mostré diferencias significativas (P < 0,05) entre e tratamiento con

insulinay el control.

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

disminucion en e nive de glucbgeno.

A las tres horas de la inyeccion, € tratamiento con insulina ocasiono un, incremento en
el nivel de glucogeno ( 0.288+1.015mg* ) significativamente (P< 0.05) superior con

respecto al control ( 0.175+0.017 mg ). El tratamiento de IGF-I no presento diferencias



significativas, observandose un leve incremento en e contenido de glucogeno
(0.153+£0.017 mg ) con respecto a tiempo 1 (0.120+0.016 mg ). Sin embargo, este
incremento no fue mayor a nivel de glucdgeno registrado en € tiempo inicia

(T0=0.2132+0.026 mg ).

Después de 5 horas de la inyeccidn, € tratamiento con insulina presenta diferencias
significativa (0.169+0.015 mg*), notandose una disminucion en la cantidad de

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

mg) (Fig 13).
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Fig. 13. Efectos de insulina/lGF-l1 sobre e nivel de glucégeno en Hepatopancreas, barras
verticalesindican el error esténdar, barras verticales indican el error estandar. El asterisco indica
que € valor es significativamente (P< 0.05) diferente del control.

3.2.2.2. Musculo.

Después de aplicar ANOVA de 2 vias y encontrar diferencias (p< 0,05), se observo
una disminucion en e contenido de glucogeno (0.147+0.017 mg **) con € tratamiento
de insulina comparado con € control(0.785£0.136 mg). De manera similar, €
tratamiento con IGF-I (0.290+0.018mg) ocasiono una disminucién comparado con €l
tiempo inicial, sin embargo el efecto no fue significativo con respecto a tratamiento
control. En € tiempo 3, e tratamiento con insulina causo una disminucién atamente
significativa (0.110+0.016mg **) en & nivel de glucdégeno comparado con e control
(0.285+0.017mg), asi como € tratamiento con IGF-I presento diferencia significativa
(0.181+0.019mg*) frente a control (0.285+0.017mg). En e tiempo cinco se registro
una leve disminucion significativa de glucdgeno con € tratamiento de insulina
(0.079+£0.017mg*) mientras que IGF -1 no presento diferencias significativas

(0.131+0.018mg).

Tanto los tratamientos como €l control ocasionaron una disminucién de glucogeno a
través dd tiempo siendo € tratamiento con insulina € que ocasiono disminucién de
glucégeno en todos los tiempos post inyeccion medidos, notandose diferencias
atamente significativo (P < 0.01) en € tiempo uno y tres. Mientras que € tratamiento

con IGF-1 solo mostré diferencias significativas (P < 0.05) en e tiempo tres (Fig. 14).
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Fig. 14. Efectos de concentraciones de insulina/lGF-1 sobre el nivel de glucégeno en
musculo, por gramo de tejido, barras verticales indican € error estéandar. El asterisco
indica que el valor es significativamente (P< 0.05) diferente del control.

3.2.2.5. Branquias.

La concentracion de glucdégeno en branquias fue significativamente diferente con €
tratamiento de insulina, después de una hora de la inyeccion con valores de 0.078+0.016
mg**, mientras que e tratamiento de IGF -1 no presento diferencias significativas
(0.061+0.016 mg) frente a control (0.038+0.017 mg). Ambos tratamientos ocasionaron
un ligero incremento en e contenido de glucdgeno con respecto al registrado en €
tiempo inicia (0.066+0.012mg). En e tiempo 3, € tratamiento de insulina produjo un
incremento altamente significativo (P < 0.01) en el nivel de glucdgeno, mientras que
con €l tratamiento de IGF-1 no se observo variaciones respecto a contenido inicial de

glucdgeno y a control. En e tiempo 5, €l tratamiento de insulina se muestra similar al



tiempo 3, siendo estadisticamente superior (P < 0.05) a control(0.131+0.017 mg),

mientras que |GF-I

mostré una disminucion en e nivel de glucdgeno (0.079+0.018

mg) comparado a control (0.131+0.017 mg) y a tiempo cero (0.066+£0.012mg) (Fig.
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Fig. 15. Efectos de concentraciones de insulina/l GF-1 sobre el nivel de glucdgeno en
branquias, por gramo de tejido, barras verticalesindican €l error esténdar, barras

verticales indican el error estandar. El asterisco indica que el valor es
significativamente (P< 0.05) diferente del control.
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