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1. INTRODUCCION

La muda es un proceso que ocurre en forma periddica en el camardon, e implica el
desprendimiento del tejido conectivo entre la epidermis y la cuticula, permitiendo asi su

crecimiento (Chang 1991).

Como proceso fisiologico, la muda tiene un impacto en la industria camaronera, pudiendo
ser beneficiosa (muda por crecimiento) o presentarse en situaciones problematicas (estrés y

enfermedades).

Es posible que cuando la muda se da en ambientes con animales enfermos la propagacion
de la enfermedad es mas rapida ya que los animales estan débiles y las bacterias y/o virus
aprovechan estas condiciones. Por otra parte, se ha observado una relacion de la muda con
ciertas enfermedades (Le Moullac et al. 1997), tales como ¢l Sindrome de Taura, la
Mancha Blanca e IHHNYV, en los cuales los animales muertos presentan como caracteristica

exoesqueletos blandos, sugiriendo una relacion entre éstos dos procesos.

Por otro lado, Boddeke ef al. (1978) mencionan que el ciclo de muda debe ser considerado
en el manejo del cultivo del camardn a nivel de camaronera, ya que siempre se tienen
camarones en diferentes estadios de muda donde un porcentaje de ellos no se alimentan.
Aplicar las raciones alimenticias sin considerar dicho aspecto repercutird en los costos de
produccion asociados a la alimentaciéon (Molina 2001). Una solucion seria la
sincronizacion de la muda, obteniendo asi una reduccion en la conversion alimenticia y por
ende una reduccion en gastos de alimento. De igual manera la sincronizacion de la muda
mejoraria las ganancias al tiempo de cosecha, debido a que la condicion del exoesqueleto
(blando o duro) define el precio de venta del camardn, por lo tanto resultaria conveniente
poder inducir la muda a los camarones antes de las cosechas planificadas para asi mejorar

el precio y calidad del producto.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. LA MUDA ;
£

La muda para los crusticeos representa la posibilidad de llevar a gapg ﬂq%;}‘ré

normales de crecimiento, ocurriendo de forma ciclica cada vez que el organismo esta

preparado para aumentar de talla y peso (Bliss 1985). El ciclo de muda en peneidos ha sido
clasificado en varios estadios, basandose en diferentes criterios, tales como cambios
externos en el color y textura del exoesqueleto, asi como también cambios en el desarrollo
de nuevas setas (Robertson et al. 1987). Schafer (1968) propuso para Penaeus duorarum
otra clasificacion basandose en los cambios morfologicas en los ple6podos, mientras que
Huner y Colvin (1979) para Penaeus californiensis 'y Penaeus stylirostris se basaron en

cambios morfologicos en los urépodos.

Bajo criterios de la clasificacion realizada por Robertson et al. (1987) para P. stylirostris'y

Penaeus setiferus, la muda presenta cuatro estadios (Fig. 1):

1.- Post muda temprana (estadio A) y post muda tardia (estadio B), que comprende el
periodo posterior a la muda. Externamente ésta fase se caracteriza por presentar la
cuticula suave y la epidermis transparente con pequeflas pigmentaciones.
Microscopicamente es minima o nula la distancia entre la cuticula y la epidermis.

2.- Intermuda (estadio C), es la fase en la cual externamente el exoesqueleto denota su
maxima rigidez. MicroscOpicamente presenta poca distancia entre la cuticula y la
epidermis.

3.- Premuda (estadio Do), comprende la premuda temprana (Do-D;) y la premuda tardia
(D2-D3). En ésta fase el animal se prepara para eliminar el exoesqueleto.

Microscopicamente se observa una gradual separaciéon entre la epidermis y la



cuticula. En éste estadio se reabsorbe la cuticula antigua para formar la nueva

cuticula.

4.-

Fig 1. Estadios del ciclo de muda : Observacién microscépica de la separacioén de la epidermis y la cuticula

en ur6podos de Penaeus stylirostris y Penaeus setiferus (tomado de Robertson et al. 1987).

2.2. CONTROL DE LA MUDA

El modelo actual de control hormonal de la muda involucra a la hormona inhibidora de la

muda (HIM) y a la hormona de la muda (ecdisona) (Skinner 1985).

2.2.1. Hormona Inhibidora de la Muda

Zeleny en 1905, observd que removiendo los pedinculos oculares del cangrejo Uca

pugilator se aceleraba la frecuencia de la muda, lo que sirvié de base para realizar



experimentos similares, en diferentes crustaceos tales como Callinectes sapidus (Skinner y
Graham 1972), Eriocheir sinensis (De Leersnyder 1967), Gecarcinus lateralis (Holland y
Skinner, 1976), entre otros. Por otro lado Bliss (1951) indicé la existencia en el pedunculo
ocular de la glandula sinusal, donde se produce un factor responsable del control negativo
de las tasas de secrecién de ecdisona por el 6rgano "Y". Se llamé a éste factor Hormona
Inhibidora de la Muda (Chang 1985). Adicionalmente Yang ef al. (1995) demostraron

mediante cultivos in vitro del 6rgano "Y" de Penaeus japonicus conjuntamente con la
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2.2.2. Hormona de la muda BIBLIOTEC

La hormona de la muda es producida y liberada por el érgano "Y" (Fig. 2), el cual es una
estructura endcrina no neural, situada en la segunda antena o segundo segmento maxilar
en cangrejos (Sedlmeier y Fenrich 1993). Adicionalmente, se sabe que el érgano "Y"
secreta ecdisona a paritr del colesterol; posteriormente la ecdisona es liberada al torrente
sanguineo donde es convertida a 20-hidroxiecdisona por contacto con la epidermis
(Lachaise y Lafont 1984).

Fig. 2. Ubicaci6n del 6rgano Y en Peneidos (tomado de Séfiani 1996)



Varios trabajos sobre la caracterizacion de hormonas de muda en artrépodos han sido
conducidos sobre insectos y crusticeos, trabajos que han permitido determinar a la 20-
hidroxiecdisona (Fig. 3) como la forma activa y circulante de la hormona de la muda (Horn

et al 1966; Hampshire y Horn 1966).
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Fig. 3. Principales moléculas de ecdiesteroides en crusticeos: a) ecdisona y b) 20-hidroxiecdisona (Tomado

de Huberman 2000)

Se tiene conocimiento que en P. vannamei, la circulacién de 20-hidroxiecdisona varia a lo
largo del ciclo de muda, siendo bajas sus concentraciones durante el periodo intermuda,
produciéndose un incremento dramético durante la premuda para luego disminuir

precipitadamente previo a la exuvia (Nieto 2000).

2.2.3. Hormona estimulante de ecdiesteroides

Si bien es cierto que la ecdisona es la hormona de la muda, existen evidencias que soportan
la existencia de otra hormona que controla la produccién de ecdiesteroides por el érgano Y,
una hormona estimuladora de ecdiesteroides (Carlisle y Dohrn 1953; Martin et al. 1980).
Esto ha sido demostrado en Homarus americanus (Chang y Bruce 1980; Chang 1985) y en
cangrejos Uca pugilator, en ésta tiltima especie se observo que a pesar que sus pedinculos
oculares fueran extirpados se producian variaciones en la concentracién de ecdiesteroides

durante el ciclo de muda (Hopkins 1983; 1986).



Adicionalmente se ha observado que existe una relaciéon en los efectos de cambios
intracelulares de calcio producidos en 6rganos "Y" del crayfish, ya que altos niveles de
calcio intracelular incrementan en forma significativa la biosintesis de ecdiesteroides in

vitro (Sedlmeier et al. 1999).

Nieto (2000) soporta la existencia de un factor estimulador de ecdiesteroides, a la que llama
Ecdiesiotropina, la que seria de accién analoga a la hormona Protoracicotrépica (PTTH)
producida por el cerebro de insectos (Smith y Sedlmeier 1990; Watson et al. 1993) y que

estimula a la glandula protoracica para la sintesis de ecdiesteroides.



3. MATERIALES Y METODOS

3. 1. ANIMALES

Juveniles de P. vannamei (13-16 g) fueron cosechados de piscinas camaroneras
(EXPROFRUTO) de la Provincia del Guayas. Los animales fueron mantenidos en tanques
internos del laboratorio de maduracion del CENAIM, donde fueron alimentados ad libitum

con alimento balanceado hasta ser utilizados.

3.2. PREPARACION DEL EXTRACTO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Cuatro mil juvenilePenaeus vannamei (13-16 g)fueron disectados para la preparacion de

un extracto del sistema nervioso (cerebro, ganglio toraxico y cordon nervioso) (Fig. 4).
Para la diseccién se eliminé el exoesqueleto del cefalotérax, el hepatopancreas, el estbmago
y los pedunculos oculares desde la base, justo debajo de los cuales se encuentra el cerebro.
A continuacion se extrajo el ganglio toracico siguiendo por la region ventral del cefalotérax

(base de los pledpodos) y el corddn nervioso en el abdémen.

Estos tejidos fueron homogenizados en una solucion metandlica (metanol: agua: acido
acético 90:9:1), sonicados y centrifugados a 8.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se
separ6 el sobrenadante, se resuspendio el pellet en solucion metanodlica y se repitio el
proceso nuevamente. Se juntaron los dos sobrenadantes y se evapord el metanol por
rotavapor. Se transfiri6 la fase acuosa a tubos de polipropileno y se adicion6 un volimen
igual de acetato de etilo, se agitd por 5 minutos y centrifug6 a 13. 000 rpm por 10 minutos a
4°C. Se elimin6 la capa superior dejando la fase acuosa con los neuropéptidos. Se
adicion6 un volimen igual de n-hexano, se agitdé nuevamente centrifugando y recuperando
la capa inferior. Posteriormente se elimin6 el remanente de n-hexano por rotaevaporacion,

resultando en un extracto acuoso con neuropéptidos.



cerebro

Cordén nervioso Ganglio-toraxico

Fig. 4. Esquema del sistema nervioso central de Penaeus vannamei (tomado de Bell y Lightner 1988)

Como paso de purificacion previo al uso del HPLC se utilizaron columnas preparativas C18
Varian, fueron enjuagadas con 25 mL de solucion acetonitrilo (90% AcN y 0,1 % de TFA)
y posteriormente con 25 mL de agua miliQ 0,1 % TFA. Seguidamente se filtrd el extracto
de neuropéptidos por filtros milipore Qun antes de cargar la columna y se dej6é pasar el
extracto sin conservar el efluente. Se realiz6 un lavado con 25 mL de agua mili-Q 0,1 %
TFA (sin recoger el efluente). Se eluyd los neuropéptidos adheridos a la columna,
realizando un lavado con 25 mL de solucion de AcN al 50% y 0,1% de TFA, recolectando
el efluente (extracto llamado 50 % Acetonitrilo). Se efectlio un segundo lavado con 25 ml
de solucién de acetonitrilo al 80% y 0,1% TFA, recolectandose el efluente (extracto de SN
80 % Acetonitrilo).

3. 2. 1. Purificacion

Para la purificacion se utilizé6 un HPLC (Schimadzu, modelo LC-6 A). Para la inyeccion
del extracto se elimind primeramente el AcN del extracto de 50% AcN mediante
rotaevaporacion, luego se dividio el volumen del extracto en dos partes (A-B) debido a que
la muestra completa representa demasiada carga para la columna, se inyectd la primera
parte a la primera columna semipreparativa Bondapak C18 (25 x 100 mm; 3 nm; 15 pm,
Waters Corporation). Para la corrida se utilizaron 2 soluciones: A (agua miliQ y 0,1%
TFA)y B (50% AcN; 0.1% TFA). El programa de elucion fue de: 0-10 min con 100% de
A, 10-150 min con un gradiente de 100% A-100% B. Se utiliz6 un flujo de 6 ml/ min y se
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recogio las fracciones cada dos minutos Este proceso fue repetido para la parte B del

extracto corriendo el mismo programa.

Las fracciones seleccionadas para la segunda purificacion fueron inyectadas de igual
manera que en la primera purificacion, en dos partes (A y B) a una segunda columna semi
analitica S5C1 (4,6 x 250 mm; Waters Corporation). Las soluciones utilizadas para la
elucion fueron las mismas de la corrida anterior, aplicando un programa de: 0-10 min con
100% de A; 10-70 min con 0-50% B; 70-100 min con 50-80% B; 100-110 min con 80-
100% B y un flujo de 1 ml/min. Los eluentes fueron recogidos de acuerdo a los picos

representados en el cromatograma (proceso similar para las purificaciones posteriores).

Para la tercera purificacion la fraccion escogida del paso anterior fue inyectada a una
columna analitica C8 waters Spherisorb (250mm, 5 pm, Waters Corporation). Para ésta
corrida se cambi6 la soluciéon B (60% de AcN : 40 % de agua miliQ: 0,1% TFA). El
programa a seguir fue 0-10 min con 0-25%B; 10-30 min con 25-50% B; 30-40 min con 50-
50% B; 40-100 min con 50-100% B. Se utiliz6 un flujo de 1 ml/min.

A la cuarta columna se inyecto la fraccion positiva de la purificacion anterior, siendo ésta
una columna semi analitica S5C1, cuyas especificaciones se detallaron anteriormente. Las
soluciones utilizadas para la elucion fueron las mismas de la corrida anterior. El programa
a seguir fue 0-5 min con 0-25% de B; 5-65 min con 25-50% B; 65-75 min con 50-50% B;
75-80 min con 50-100%B .

3. 3. BIOENSAYO

3. 3. 1. Diseccion del Organo "Y"

Posterior a la identificacion del estadio de muda C-Do en los animales (segun metodologia
de Robertsomt al. 1987), los camarones fueron colocados en agua salada con hielo por 5

minutos, para desacelerar el metabolismo. Luego se realizé un corte longitudinal,
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separando el cefalotorax del abdémen seguido por un segundo corte desde la regién ventral
a la dorsal, dividiendo el cefalotérax en dos mitades iguales. Sobre una bandeja pequefia de
metal con agua de mar (4°C), se fij6 a una almohadilla de caucho una de las secciones
colocando la parte del exoesqueleto hacia abajo. Seguidamente se separoé el otro lado hacia
atras (branquias y periépodos) y se sujetd con agujas a la almohadilla ambos lados, de
manera que quedd expuesta la epidermis que recubre la region branquial. Se realizé un
corte siguiendo la linea de unidn de la epidermis con el exoesqueleto que cubre la cAmara
branquial desde donde nace el branchiopodito hasta un nervio que se observa
transversalmente. Luego se completé el corte hacia arriba y en los extremos en forma de
un rectangulo. Se transfirié cada érgano Y a un microtubo con agua de mar estéril (4°C)

por 10 minutos, para su estabilizacion previa a la incubacién en el medio de cultivo.

3. 3. 2. Cultivo de 6rganos "Yh vitro

Una vez disectados los 6rganos "Y" y haberlos mantenido en agua de mar estéril, durante
un minimo de 10 minutos a 4°C, se transfiri6 cada 6rgano "Y" a una celda en las cajas
microelisa (marca Nunc-Immuno'™ surface) que contenia 200 pL de medio de cultivo
M199 (preparacion segun Blais et al. 1994) por el lapso de una hora (t;). Luego de la
primera hora de incubacion, un 6rgano Y (tratamiento) fue removido a una celda que
contenia medio de cultivo fresco y 10 pL de extracto del sistema nervioso, mientras que el
otro 6rgano Y (control) se depositd en una celda con medio de cultivo fresco sin extracto
del sistema nervioso. Ambos 6rganos Y fueron incubados por un lapso de dos horas (t2).
Posteriormente los 6rganos Y fueron removidos a otra celda con medio de cultivo fresco
por una hora mas (t3). Terminado el tercer periodo de incubacidn, se desecharon los

organos Y almacenando las muestras de medio de cultivo a una temperatura de -20°C.
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3. 3. 3. Determinacion de Ecdiesteroides

La cuantificacion de la produccion de ecdiesteroides fue realizada por EIA, segin la
metodologia indicada por Blais ef al. (1994). El anticuerpo 20-hidroxiecdisona (AS4919)
fue donado por el Prof. Patrick Porcheron (Universidad de Paris, Francia). El tracer
enzimatico (20-hidroxiecdisona fijado a la peroxidasa) fue generosamente obsequiado por
el Prof. Delbeque (Lyon-Francia). La calibracion de la curva fue realizada con 20-

hidroxiecdisona (SIGMA H-5142).

La lectura se realiz6 en un espectofotometro BIOCHRAMIT a 620 nm. La informacién

obtenida (absorvancias) fueron transformadas utilizando la férmula:

S-B x100
Bo-B

B : es igual a la absorbancia del blanco
S: es igual a la absorbancia del estandar o muestra

Bo: es igual a la absorbancia del control de 100% de unién

Para determinar el grado de estimulacion de ecdiesteroides se relacion6 la concentracion
obtenida del t; y el t3 para el tratamiento y el control del proceso de incubacién (ver

ejemplo).

-Primera hora (t;)

Concentracion de ecdiesteroides del OY-Tratamiento 73,11 ng/mL
Concentracion de ecdiesteroides del OY- control 108,0 ng/mL

Tasa de la concentracion de ecdiesteroides Ty 73.11/108= 0,68

-Tercera hora (t3)



Concentracion de ecdiesteroides del OY-Tratamiento 0,7 Ong/ml
Concentracion de ecdiesteroides del OY- control 0,25 ng/ml

Promedio de la concentracion de ecdiesteroides Ts 0,7/0,25=0,36

-Relacion de la tasa de produccion ts/t;
Tasa del t;: 0,68 ng/ml
Tasa del t;: 0,36 ng/ml
*Tasa de estimulacion: 0,36/0,68 = 0,53

*Si la tasa de estimulacion es >1: Hubo estimulacion en comparacion con el control
*Si la tasa de estimulacion es < 1: El tratamiento produjo una inhibicion en comparacion con el

control.

13
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4. RESULTADOS

Cuatro mil sistemas nerviosos de juveniles P. vannamei fueron disectados y procesados
segun se indica en el capitulo de materiales y métodos. De la primera purificacion
(columna Bondapak) se obtuvo 144 fracciones, las cuales fueron agrupadas en lotes de
5 fracciones consecutivas para determinar su efecto sobre érganos Y cultivados in vitro.
De la primera columna se obtuvieron 5 pools positivos en el bioensayo, de los cuales se
escogiod el que tuvo mayor estimulacion (6,6 veces mayor que control para ser probado
individualmente). Posteriormente se probaron en forma individual las fracciones que
comprendieron al pool positivo, resultando estimulantes dos de ellas (fracciones 67 y
68) (Fig. 5) para ambos lotes (A y B). Estas fracciones eluyeron bajo condiciones del

80% del solvente B (es decir a 40% AcN) a 142-146 minutos.

Para la segunda purificacion se mezclaron las 2 fracciones positivas de cada lote (67 y
68 del batch A; 67 y 68 del batch B) y se inyectaron a la segunda columna S5C1. Se
obtuvieron 56 picos (Fig. 6), resultando positivos en el bioensayo 2 picos (picos 3y 7)
con 25 y 50 veces mayor que t;. Los picos 3 del batch A y 7 del batch B eluyeron bajo
condiciones del 60% de B (30% AcN) y 34% de B (17% AcN) respectivamente, a un

tiempo de 35 min para la fraccion 3 y 29 min para el pico 7.

Para la tercera purificacion los dos picos (lote A y B) de la segunda purificacion que
presentaron mayor estimulacion fueron inyectados y procesados en la tercera columna
(C8), obteniendo 74 picos (Fig. 7), de los cuales 12 fueron positivos luego de la prueba
in vitro. Se escogi6 el pico 9 para continuar la siguiente columna de purificacion, por
haber obtenido la mayor tasa de estimulacion (48). Este pico eluyod bajo el 57% de B

(28,1% AcN) a un tiempo de 26 min.
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100% B

Primera Columna
Bondapak C18: 50% B
Programa:

0 - 10 minutos: 100% A

10 - 150 minutos: 100% A -100% B
150 — 160 minutos: 100% B

Lavado de 50 minutos: 100% A

A\ t t 1 f + + + ¥

' 0% B
. 80 90 100 110
Tiempo (minutos)

Fig. 5. Cromatograma resultante de la primera purificacion utilizando la columna Bondapak. Se indica

en la figura el programa utilizado y las fracciones positivas resultantes luego de la prueba en el
bioensaydcon una flecha

100% B

Pico 67 y 68

Segunda Columna 50% B
S5C1

Programa:

0-10 minutos: 100% A
10-70 minutos: 0-50% B
70-100 minutos: 50-80% B
100-110 minutos: 100 % B

Picos3y7

v

"

0 10 20 30 40 50 60 70 80 0
TIEMPO (min)

0% A
100 110

Fig. 6. Cromatograma resultante de la segunda purificacion utilizando una columna S5C1. Se indica el
programa utilizado, las fracciones positivas resultantes luego de la prueba en el bioensayo y la
fraccion seleccionada para la tercera purificacion (marcada en la parte inferior)
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100% B

50%B

Tercera Columna:
Programa:

0 - 10 minutos: 0 - 25% B
10 - 30 minutos: 25 - 50% B

30 - 40 minutos: 50 - 50% B
40 -100 minutos: 50 - 100% B

0%B

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tiempo (minutos)

Fig. 7. Cromatograma resulante de la tercera purificacion utilizando una columna CS8.
En la figura se indica el programa utilizado y la fraccion que obtuvo la mayor
estimulacion luego de la prueba en el bioensayo.

El pico positivo resultante de la tercera purificacion se inyectd a la cuarta columna
S5C1 obteniendo 55 picos (Fig. .8). Luego de probarlos resultaron positivos 16 de
ellos. Posteriormente se escogieron los picos que presentaron mayor estimulacion: 11,
20, 21, y 47 (con una estimulacion de 4, 25, 18 y 5 mayor que t;). Estos picos eluyeron
bajo condiciones de 56%,70%,72% y 100%B (es decir 28%, 35%, 36%, 50% de AcN),
a un tiempo de 12 min, 27 min, 28 min y 67 min respectivamente. Las muestras
mencionadas fueron liofilizadas y enviadas a laboratorio de Zoological Institute

KULeuven-Bélgica para determinar su masa y secuenciacion.

Se analizarolas masas de los picos seleccionados, de los cuales sélo el pico 21
presentd la suficiente cantidad de material para ser analizados en el lector de masas
(MALDI-TOF-MS), detectandoque éste pico posee ffosibles péptidos que son
estimulantes de la muda. Estos 6 picos fueron pasados por una quinta columna para ser
separados y poder secuenciarlos en forma individual. Las masas resultantes fueron 872
Da,1392 Da,1598 Da,1554 Da,1742 Da 'y 1100 Da.
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100% B

50% B

$5C1
Programa:
0 - 5 minutos: 0 -25% B
Pico 21 5 - 65 minutos: 25 - 50% B

65 - 75 minutos: 50 - 50% B

75 - 80 minutos: 50 100% B
+* + 0% B
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (minutos)

« Cuarta Columna:

Fig. 8. Cromatograma resultante de la cuarta purificacion utilizando una columna S5C1. Se indica el
programa utilizado y las fracciones positivas resultantes luego de la prueba en el bioensayo.
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S. DISCUSION

Los progresos en las investigaciones realizadas en la endocrinologia de la muda de
crustaceos han sido sostenidas usando los estudios de los sistemas de insectos, ya que existe

una homologia entre los dos grupos de artropodos.

Kopec (1922) plante6 la hipdtesis que el cerebro estaba involucrado en la regulacion de la
muda, hipotesis que afios mas tarde fue comprobada en insectos mediante cultivos in vitro,
a través de los cuales demostraron que en el cerebro existian distintas células que sintetizan
una neurohormona llamada en aquel entonces hormona del cerebro (Williams, 1947) o
conocida también como hormona Prothoracicotrépica (PTTH), la misma que esta
involucrada en la estimulacion de la secrecion de ecdisona por la glandula prototoracica en

insectos (Smith and Sedlmeier, 1990).

Mediante estudios realizados en el tobacco hornworm, Manduca sexta, se conoce que
existen PTTH grandes y pequefias. PTTH grandes poseen una masa de mas o menos 28
KDa, mientras que las pequefias poseen una masa de aproximadamente 7 KDa
(Bollenbacher ef al. 1984). PTTH grande es producido en dos células neruosecretoras en
cada hemisferio del protocerebro (O'Brien ef al. 1988). Adicionalmente se conoce que se
encuentra disitribuida por el sistema nervioso. Por otro lado de acuerdo a bioensayos
realizados con los segmentos del cerebro, sugieren que PTTH pequefos es producido en un
grupo de cuatro células neurosecretoras del hemisferio del protocerebro (Watson 1993).
Estas dos clases de PTTH son activas tanto in vivo como in vitro (Bollenbacher et al.

1984), pero su comportamiento fisioldgico atin no se conoce claramente (Watson 1993).

Basados en la similaridad de la regulacion endécrina de la muda de los insectos con los
crustaceos, podriamos esperar que nuestros péptidos purificados pertenezcan al grupo de las
PTTH, sugiriendo por las masas (rango de 800 Da a 1800 Da) presentadas que nuestros
péptidos pertenecen al grupo pequefio de PTTH.
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En todo caso éste trabajo demostrd que el SNC del camardn posee aparentemente varias
hormonas que estan involucradas en el proceso de la muda, lo cual se puede evidenciar al
encontrar no so6lo una fracciéon estimuladora sino varias en distintos grados.
Adicionalmente nos sorprende que nuestros péptidos hayan demostrado ser no hidrofilicos

completamente, ya que las caracteristicas que presenta un péptido es ser hidrofilico.

Es importante aclarar que en éste trabajo se ha demostrado que el SNC del camar6n es la
fuente de hormonas estimuladora de la muda, pero no se han realizado pruebas in vivo con
las mismas que nos indiquen como van a actuar éstas hormonas en el animal ya que un
péptido puede tener diferentes funciones para cada especie. Por tanto éstos tipos de
trabajos sugieren la continuidad de estudios probando en el animal su efecto, entre ellos
seria determinar la forma de suministrar el péptido al camaron. Existen trabajos realizados
en peces en la que la hormona gonadotropina (hormona estimuladora de la ovulaciéon en
peces) ha sido dada a los southern Flounder Paralichthys lethostigma usando el método de
implantacién, método considerado el mejor para peces (Berlinsky 1996, Mylonas 1996),
pero para camarones por su tamafio seria complicado y los maltrataria provocando
posiblemente su muerte. Otro método ha sido aplicado para suministrar la hormona
gonadotropina en los peces, el de microspheres (Mylonas, 1995), que podria ser
considerado para utilizarlo en el camaron por su facilidad de elaborarlo y de ingresarlo en

el alimento.

Ademas se deberian realizar bioensayos para observar si la hormona no es degradada al ser
consumida, si es estable o no. Bioensayos que podria consistir en darle el alimento

marcado para luego mediante analisis en la hemolinfa determinar su presencia.

Los resultados in vivo serian a largo plazo, éstas hormonas pueden ser utilizadas en la
aceleracion de crecimiento por sincronizacion de los estadios de muda en el cultivo del
camardn y permitir mejorar las estrategias de alimentacion mediante la sincronizacion de la

poblacion si la mayoria de una poblacion llegara al estadio de intermuda simultaneamente.



Adicionalmente, la muda esta relacionada con la maduracién de hembras en cautiverio. La
maduracidn per se es un proceso de gran demanda energética y estéd alternada con ciclos de
crecimiento (muda-maduracion-muda), el cual conlleva a un desgaste fisico del animal.
Por lo tanto es importante considerar el ciclo de muda al inducir a maduracion en
cautiverio. A nivel de laboratorio, la ablacion del pedinculo ocular es una practica comin
para acelerar la maduracion ovarica (Yano 1993). Se sugiere realizar ésta operacion en la
fase de intermuda con el fin de optimizar la eficiencia de la ablacion (Browdy 1992), ya
que en la intermuda no se produce una interferencia entre los procesos de muda y de
reproduccion. Si se procede a operar a los animales en post-muda los camarones por estar
blandos tienden a morir por estrés, mientras que en pre-muda, por conflicto entre los dos

procesos tardan en madurar o nunca lo logran (Aquacop 1977, 1979, Browdy, 1992).

Por todos los aspectos antes anotados, es evidente que si podemos controlar y sincronizar la
muda, podriamos beneficiar a la industria camaronera, mejorando el precio del camarén a
la cosecha, reduciendo los costos de alimento y maximizando las técnicas de induccion a
maduracién. Por ultimo una mejor comprension del proceso de muda, nos ayudaria a

entender su relacion con el estrés y las enfermedades.

El presente trabajo propone la busqueda de una hormona que nos permita controlar la
muda. Este estudio pretende identificar una hormona en el sistema nervioso del camaron
Penaeus vannamei, que estimule la produccion de la hormona de la muda (ecdiesteroides).
La existencia de ésta hormona se basa en la analogia de la endocrinologia de crusticeos e

insectos.
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6. CONCLUSION

Se ha purificado un péptido del sistema nervioso de camarones juveniles Penaeus
vannamei que es capaz de estimular in vitro la produccion de ecdiesteroides (hormona de la
muda) por parte del 6rgano "Y".
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