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RESUMEN

Se aislé la hormona gonadotrépica a partir de hipéfisis de la tilapia, por medio de cromatografia en Sephadex G-100.
Se comprobd esto al observarse una banda per medio de electroforesis en geles de poliacrilamida. Una fraccién
presentd un patrén de movilidad electroforética similar al de la hormona foliculo estimulante de mamiferos y su peso
fue calculado en 32 000 Da. Posteriormente se comprobé gue la molécula contenida en dicha fraccién pasefa actividad
bioldgica por medio de un bioensayo con carpas machos y hembras, que presentaron un mayor desarrolio gonadal en
comparacion con génadas de peces tratades con hormona luteinizante de mamifero, gonadolac y del grupo control.
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ABSTRACT

Gonadotrophic hormone was isolated from pituitary of tilapia through out Sephadex G-100 chromatography and posterior
comprobation by electrophoretic poliacrilamide gel.

One fraction had similar electrophoretic mobility to follicle-stimulating hormone, and its molecular weight was calculated
as 32 000 Da. Biological activity of the molecule on that fraction was tested through a bioassay with juvenile male and
female carps, which gonadal development was mare advanced compared with the gonadal development

of the fish that were treated with luteinizing hormene of mammals, gonadolac and control group.
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INTRODUCCION et al. 1991}, denominadas respectivamente GtH-| y GtH-

II. Entre los métodos de aislamiento y purificacién que

Las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante  se han desarroflado para estas hormeonas estan:

{LH} de mamifero fueron aisladas tempranamente en la historia cromatografia en columna {Sinha 1969), cromatografia

de la endocrinologia. Sin embargo, las hormonas equivalentes  de intercambio idnico (Donaldson y Yamazaki 1968),

en peces han resultado mas dificiles de aisiar y caracterizar, y  cromatografia por afinidad {ldler y Ng 1979 } y croma—

no fue sino hasta 1988 que quedd plenamente demostrada la  tografia liquida de alta resolucién (Chang et af. 1990},

presencia de dos tipos distintos de gonadotropinas en  ademdas de combinaciones de estos métodos
teledsteos (Suzuki et a/. 1988a, Kawauchi et a/. 1989, Naito  (Mafiands et al. 1997).
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El obeitivo del presente trabajo fue la obtencién de
una fraccion con actividad gonadotropica a partir de la
hipdfisis de tilapia.

. MATERIALES Y METODOS

Las hipdfisis fueron colectadas en el puerto de Alvarado,
Veracruz, México, durante un afo. La especie donadora fue la
mojarra prieta Oreochromis niloticus, debido a gue fue la Unica
especie a la que se tuvo acceso gratuito y masivo. Durante la
recoleccion de las gldndulas no se tomd en cuenta el sexo, ni
¢l estado de madurez de los organismos, considerando que
dehido a la seleccidn que de ellos se realizaba por medio de
las técnicas de captura, todos los organismos colectados
estaban en etapas juvenil o adulta.

Las hipéfisis frescas fueron fijadas inmediatamente en
acetona a 4°C, y se mantuvieron bajo estas condiciones
hasta su procesamiento y durante el mismo.

Las hipéfisis fueron pesadas y posteriormente
maceradas en acetona por medio de un homogenizador
Tekmar mod. SDTV, en una proporcion de 1 gramo de tejido
hiimedo por 3 m! de acetona.

El macerado se lavé con 20 voliimenes de una mezcla
acetona-éter y se secd por 24 horas. Una vez seco se
registré su peso. :

Posteriormente, se agreqd etanol al 40% con 6% de
acetato de amonio, pH 6.0, en proporcién 10 ml de etanol /
1 gramo de tejido. Esta mezcla se mantuvo en agitacion
por 24 horas. Después la mezcla fue centrifugada a 2500g
durante 5 minutos y el sobrenadante recuperado.

A esta solucién se le agregaron 3 vollimenes de etanol
al 96% por goteo, con agitacion constante y se dejé reposar
por 24 horas. La solucién fue centrifugada a 3000g durante
30 minutos con recuperacion de la pastilla, [a cual se lavé
con tres volimenes de éter y se centrifugd nuevamente a
2500q durante 30 minutios.

La pastilla fue resuspendida en una solucién de acetato
de amonio 50miM a pH 5.5 y dialisada contra la misma
solucién durante 24 horas.

El contenido fue centrifugado nuevamente a 2500g
por 30 minutos y se recuperd el sobrenadante, mismo que
fue eluido en una columna de Sephadex G-100 de 60 cm y
1 e¢m de diametro con 60 ml de acetato de amonio 0.1 M,
a pH 8.5 a una velocidad de flujo de 1 ml/ & minutos
colectandese 30 fracciones de 2 ml cada una (Sinha, 1969).

La cuantificacidn de proteinas se realizé de acuerdo
al método de Lowry {1951}, utilizando como patrén
albtimina sérica de bovino.
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Las fracciones que contenian proteinas fueron sujetas
a electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% a pH 7.1
y 8 mA en presencia de dodecyl-sulfato de sodio (SDS-
page), y reduccién con 1% de B-mercaptoetanol. Se
utilizaron como patrones de referencia FSH de porcino
(Sigma Chem. F-8001), LH de equino (Sigma Chem. L-2019)
y BSA (Sigma Chem A-4378).

El bicensayo se basé en el método reportado por
(Sundararaj y Goswami 1965, Sundararj y Donaldson 1972)
con ligeras modificaciones. Se utilizaron 74 carpas juve-
nilés con un peso entre 30-50 g. Se seleccionaron diez
organismos al azar para formar el grupo con el objeto de
establecer las condiciones iniciales de maduracién gonadal.
Los ejemplares fueron sacrificados justo al iniciar el
experimento, se les disecaron las génadas, se procesaron
con la técnica histolégica de rutina y se tiferon con
hematoxilina y eosina (H-E) {Luna 1968).

Otros ocho peces fueron testigo y no recibieron
tratamiento alguno.

l.os peces de otro grupo {n = ocho ) fueron inyectados
con 0.2 ml de acetato de amonio 0.1 M pH 8.5 gue se utilizé
como vehiculo para disolver la hormona aislada, formando
el grupo control.

Otros seis grupos de peces con ocho organismos
cada lote, fueron sujetos a uno de los siguientes
tratamientos : Extracto hipofisiario de mamifero
{gonadolac, Laboratorio Gortie S.A.) a dosis de 10, 6 50
mg/kg {grupo gonadolac), LH de mamifero a dosis de
10, 6 50 mg/kg (grupo LH), vy la fraccién con actividad
gonadotropica obtenida a partir de tilapia (0-GtH) a dosis
de 10, 6 50 mg/kg (grupo O-GtH).

Antes de iniciar el experimento los peces fueron
sometidos a una semana de aclimatacion, durante la cual,
asi como durante el experimento, las condiciones fueron
controladas a una temperatura de 20°C y un fotoperiodo de
12 horas luz, 12 horas de oscuridad. Las carpas fueron
alimentadas ad /ibitum con alimento comercial balanceado
y mantenidas con aireacidn constante. Durante 40 dias los
arganismos de los grupos testigo, gonadolac, LH y 0-GtH
fueron inyectados infraperitonealmente (ip) en 20 ocasiones
con intervalos de 48 horas entre cada inyeccion, por medic de
una jeringa insulinica con aguja del # 26, durante los meses
de marzo, abril y mayo. En todas las ocasiones las soluciones
fueron preparadas justo antes de ser administradas.

Todos los organismos fueron sacrificados un dia
después de la dltima inyeccidén. Los organismos fueron
pesados, decapitados y las gonadas disecadas, pesadas y se
temaron muestras de las regiones anterior, media y poste—
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rior para ser sometidas a procesamiento histolgico de
rutina con tincion de hematoxilina y eosina {Luna 1968).

Los cortes fueron revisados en un microscopio dptico
para identificar los tipos celulares presentes y determinar
en base a estos, el grado de desarrollo gonadal.

RESULTADOS

De 30 g de hipéfisis en peso humedo de Oreochromis
se obtuvo 1.742 g en peso seco. Después del aislamiento
en sephadex se registraron 25.2 mg de proteina.

Tres picos de proteina se detectaron a lo largo de las
diferentes fracciones, y fueron denominados atternativamente
A, B y C, respectivamente {Fig. 1}.
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Fig. 1.- Gréafica que muestra la relacién de absorbancia con respecto
a las fracciones elufdas en Sephadex G-100. Las proteinas del pico
B correspendieron a la hormona gonadotrdpica. {para mayor detalie
ver texto).
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Figura 2. Diferentes tipos celulares de la espermatogénesis
registrados en los diferentes tratamientes. a} Grupc testigo; b)
Tratamiento con Gonadclac 10 mg; ¢} Tratamiento con LH 10 mg; d)
Tratamiento can 10 mg de 0-GtH. Go y GO, Espermatogonias; E1,
Espermatocitos primarios; E2, Espermatocitos secundarios; Em,
Espermatides; Ti, Teiido intersticial. Tamafio de la barra 20 mm.

El pico B comprendié de las fracciones 17 y 18 y la
concentracion total de proteinas de estas fracciones fue de
544 1.g/ml. Su migracién electroforética fue similar a la FSH
y la LH y su peso molecular fué calculado en 32 000 Da, por
esta razon se decidio utilizar el pico B para el bioensayo.

Los resultados del hiocensayo maostraron que el
tratamiento mas efectivo fue con 50 mg/kg de peso corpo-
ral de la proteina incluida en el pico B, puesto que en los
cories tanto de ovario como testiculo de los peces
sometidos a este tratamiento se observo la presencia de
células en etapas mas avanzadas de la gametogénesis
respecto a los otros tratamientos (Figs. 2, 3, 4, Tabla I).

Los cortes histolégicos evidenciaron que en los
organismos de ambos sexos pertenecientes a los grupos
testigo (Fig. 2a) y control (Figs. 3a, 4a, 4b.) no se
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Figura 3. Diferentes tipos celulares de la espermatogénesis
registrades en los diferentes tratamientos. a) Grupo control; b)
tratamiento con Genadolac 50 mg; ¢) Tratamiente con LH 50 mg; d)
Tratamiento con 50 mg de 0-GtH. Tamafo de la barra 20 mm.

presentaron etapas de maduracidn gonadal, encontrandose
sblo espermatogononias, en el caso de los machos y
ovocitos en etapas previtelogénicas en el caso de las
hembras.

Un caso similar fue para el grupo de condiciones
iniciales de madurez gonddica, aunque en aste lote de
organismos sdlo se contd con la presencia de machos
debido a que la seleccion de los organismos fue realizada
al azar como se indico en la metodologia.

Las hembras tratadas con extracto hipofisiario de
mamifero para ambas dosis (10, y 50 mg/kg) no presentaron
avance en la ovogénesis , pues en los cortes de ovario
ovocitos previtelogénicos fueron encontrados (Fig. 4d,
Tabala 1),

Para los machos que constituian este grupo, un estado
de avance en la espermatogénesis fue detectado al
presentarse una proporcién de espermatocitos primarios a
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una concentracién de 10 mg/kg {Fig. Zb, Tabla l), proporcion
que se ve incrementada en los machos que fueron tratados
con 50 mg/kg (Fig 3b, Tabala I).

Los peces inyectados con LH de mamifero a dosis de 10
mg/kg, en el caso de los machos mastraron la presencia de
espermatogonias, espermatocitos primarios y espermatocitos
secunadarios (Fig. 2¢c, Tabla I),mientras que las hembras
no manifestaron diferencias con respecto a los grupos
descritos anteriores.

Con la inyeccion de LH de mamifero a dosis de 50 mg/
kg, fos machos presentaron menos espermatogonias, y una
mayor proporcion de espermatocitos primarios y secundarios
e incluso algunas espermatides (Fig. 3c, Tabla I}. Para las
hembras sometidas a esta dosis, tampoco se registraron
variaciones en el tipo celular, con respecto a los grupos
anteriores (Fig. 4c, Tabla I}.

Los peces tratados con la fraccién que presentd
actividad gonadotrépica, registraron mayares fases de
maduracion de las génadas. En el caso de machos, no se
registraron espermatogonias en los cortes y una mayor
abundancia de espematides se ohservd, siendo ello més

Figura 4. Diferentes tipos celulares de la ovogénesis registrados en
los tratamientos. a) Grupo testigo, tamafio de la barra 50 mm; h)
Grupo control, tamafio de ia barra 50 mm; ¢} Tratamiento con LH 50
mg, tamafo de la barra 50 mm; d} Tratamiento con 50 mg de
Gonadolac, tamafio de la barra 30 mm; e} Tratamiento con 10 mg de
0-GtH, tamafio de fa barra 50 mm; f) Tratamiento con 50 mg de O-
GtH, tamafic de la barra 100 mm. Py, Ovacitos previtelogénicos; W,
Cvocitos con vesfculas vitelinas; V, y flecha, Ovocitos en
vitelogenesis.
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Tabla |, Resultados cualitativas de las diferentes etapas de la gametogénesis encantradas tanto en ovario como en testiculo de los organismos
tratados. Nétese que el tratamiento mas efective en la induccidn a la gametogénesis fue de 50 mg de la gonadoiropiana aislada, seguida por
el tratamisnto de 10 mg de la gonadotropina de Oreochromis, y en tercer lugar por el ratamiento con LH y postericrments con gonadolac.

Respuesta Gonadal

Tratamiento No. de Peces No. de Go E1 E2 Em PV VeVi Vit
Inyecciones

0-GtH 50 mg B 20 — — T T
0-GtH 10 mg 8 20 — + T = R o S +
Gonadolac 50 mg 8 20 ++  ++4+ — o +++ — —
Gonadolac 10 mg 8 20 +4+4+  ++ — - +4++ — —
H 50 mg 8 20 + + T+ A+ttt — —
LH 10 mg 8 20 F+ 44+ + t—  H++ - —
Control 8 20 +++ — — — +++ — —
Testige 8 — FEE — — e —
Condicion Inicial 10 -— + b+ — — -— n/p n/p n/p

+++ presencia abundante; + -+ presencia reqular; + presencia limitada; +— presencia escasa;
— ausencia; n/p no se presentaron organismos de este sexo en el grupo.
Go, Espermatogonias; E1, Espermatocitos primarios; E2, Espermatocitos secundarios; Em, Espermétides; PV, Ovocitos previtelogénicos;

VeV, Ovocitos con vesiculas vitelinas; Vit, Ovocites vitelogénicos.

evidente en los machos inyectados con dosis de 50 mg/kg
{Fig. 3d, Tabla 1}. En las hembras la aparicién de ovocitos
en stapa de vesiculas vitelinas a dosis de 10 mg/kg (Fig.
4e, Tabla I}, y de aigunos ovocitos en etapas de vitelogénesis
para dosis de 50 mg/ kg fueron evidentes (Fig. 4f, Tabla I).

DISCUSION

La cantidad de gonadotropina presente en la fraccidn
activa en este trabajo, a un costo relativamente bajo, fue
equiparable a la obtenida por otros autores con procesos
de purificacién similares (Burzawa-Gerard 1971, Donaldson
y Yamazaki 1972}.

Otras técnicas con mayores recurses tecnolégicos
como la cromatografia liquida de alta resolucién, permiten
obtener mejores rendimientos (Suzuki et af. 1988a, Chang
etal. 1990, Naito eta/. 1991, Manands et al. 1997) aunque
implican una gran inversién en equipo.

Para el género Oreocrhomis se ha reportado la
presencia de un sdlo tipe de hormona gonadotrépica
correspondiente a la denomina GtH-Il o maduracional {Naito
etal. 1991). En el presente trabajo se aislé sdlo un tipo de
gonadotropina y su peso molecular es similar al reportado
para otras gonadotropinas de teleésteos {Donaldson y
Yamazaki 1972, Jollés et af. 1977, ldler y Ng 1979, Mafiands
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etal. 1997}, y aungue entre los vertebrados las gonadotrepinas
de teledstess y mamiferos son las que menor grade de
homologia presentan, esta relacion continua siendo
importante (Kawauchi et al. 1989}, y el obtener una
migracidn electroforética y por lo tanto un peso molecular
similar al de la FSH y la LH, constituyen elementos para
considerar que e material aislado corresponde a esta clase
de hormona.

El tratamiento més efectivo fue con 50 mg/kg de peso
corporal de la hormona de Creochromis, seguido del grupo
tratado con 10 mg/kg de peso corporal de la misma
hormona, al presentar etapas mds avanzadas de la
gametogénesis en ambos tipos de génadas, comparados
con los otros grupos. Ambos tratamientos promavieron
mavyor diferenciacién de la gametogénesis tanto en machos
coma hembras, con un mayor nimero de espermatides en
los cortes de testiculo en ambos grupos y ovocitos en etapa
de vesiculas vitelinas en ambos tratamientos, e incluso
inicio de vitelogénesis cuando se aplicd a las hembras en
dosis de 50 mg/kg. El segundo mejor tratamiento aunque
distante en resultados cualitatives con respecto &l de la
hormona purificada, fue el de 50 mg/kg de peso corporal de
LH, seguide nuevamente, en cuante a efectividad se refiere, a
la aplicacion de la-misma sustancia en concentraciones de
10 mg/kg de peso corporal, lo cual concuerda con datos
reportados por diversos autores (Sundararaj y Anand 1971,
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Kawauchi et. af 1989), en el sentido de que, de las hormonas
de mamifero, la LH resulta mas efectiva en la estimulacién
de la gametogénesis. Sin embargo, la estimulacién de la
gametogénesis sélo se observé en machos que si
presentaron fasés més avanzadas de la espermatogénesis
con respecto de los grupos de condicién inicial, contrel y
testigo,

Esta adaptacién metodolégica puede constituirse como
una valiosa herramienta con aplicacién directa a ia
investigacién en las diversas especies de peces tropicales,
o con fines de acuacultura.
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