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RESUMEN

El cultivo del camarén genera un gran interés por su alto valor co-
mercial y su creciente demanda en el mercado internacional. Alcan-
zar elevados parametros reproductivos en condiciones de cautiverio
continia siendo un reto en la mayoria de los paises involucrados. En
este sentido, la hormona inhibidora de las génadas, un neuropépti-
do tipo II secretado en el complejo endocrino Organo X/glandula si-
nusal perteneciente a la Familia de las hormonas hiperglucemiantes
de crustaceos, ha sido identificado como el principal responsable de la
regulacién de la maduracién ovarica mediante un control negativo de
la expresién génica de la vitelogenina/vitelina. Por otro lado, se han
descrito toda una serie de factores hormonales estimuladores de las
gonadas que intervienen en los diferentes pasos de este proceso, cuyas
rutas de accién estan muchas veces interconectadas y sus actividades
se encuentran altamente reguladas. Sin embargo, ain se requieren
estudios mas profundos de sus mecanismos de accién para una mejor
comprension del complejo esquema global de control endocrino de la
reproduccién en crustaceos. En este trabajo se realiza una revision de
las principales técnicas actualmente implementadas en los centros de
desove para inducir la maduracién de las hembras reproductoras y se
hace un resumen de los hallazgos cientificos mas prominentes en el
campo de la endocrinologia de crustaceos a fin de desarrollar un mé-
todo alternativo o en conjunto con la ablacién unilateral del pediinculo
ocular para la induccién de la maduracién ovarica bajo condiciones de
cautiverio.

PALABRAS CLAVE: crustaceos, reproducciéon, maduracién ovarica, hormo-
na inhibidora de las génadas, vitelogénesis, esteroides, ecdisteroides,
ablacion unilateral.
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ABSTRACT

Shrimp culture has generate great interest
worldwide for its growing demand in the in-
ternational market and its high commercial
value. Achieving higher reproductive param-
eters under hatchery conditions continues to
be a challenge for most of the countries in-
volved. In this sense, gonad inhibiting hor-
mone (GIH), an XO-SG complex eyestalk type
11 neuropeptide included in the CHH family,
has been identified as the main regulator of
ovarian maturation by controlling negatively
vitellogenin/vitellin gene expression. In the
other hand, there has been described several
gonad stimulatory hormone factors that inter-
vene among the different stages of this process,
which routes of action are interconnected and
their activities are highly regulated. However,
further studies of their action mechanisms
are required for a better understanding of the
complex global scheme of endocrine control of
reproduction in crustaceans. In this work cur-
rently implemented techniques for induction
of gonad maturation of reproductive females
in hatchery facilities are reviewed, and most
prominent scientific findings in the field of
crustacean endocrinology are summarize aim-
ing for the development of an alternative or in
conjunction method to unilateral eyestalk ab-
lation for the induction of ovarian maturation
under captivity conditions.

KEY WORDS: crustaceans, reproduction, ovarian
maturation, Gonad-inhibiting hormone, vite-
llogenesis, esteroids, ecdisteroids, unilateral
eyestalk ablation.

INTRODUCCION

El cultivo del camaroén, tanto en Cuba co-
mo a nivel internacional, genera gran in-
terés por su alto valor comercial y por la
creciente demanda mundial de produccion
de proteinas para el consumo humano,
que han conducido a la sobreexplotacion
de este recurso. Este hecho ha impulsa-
do el desarrollo de la camaronicultura
y hace cada vez mas necesario el desa-
rrollo de tecnologias que maximicen sus
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potencialidades desde el punto de vista
productivo.

Cuba, por sus caracteristicas geogra-
ficas, posee condiciones ambientales y su-
perficies idéneas para el desarrollo de la
camaronicultura, ademas de una infraes-
tructura establecida que cuenta con cinco
unidades de engorde: Cultizaza, Cultisur,
Sanros, Calisur y Guajacas; y dos unidades
de post-larvas: Yaguacam y Manzanillo.
En el ano 1986 se iniciaron las primeras
experiencias de este cultivo en la isla uti-
lizando la especie endémica de camarén
Litopenaeus schmitti. Sin embargo, a par-
tir del ano 2003 fue introducido el camarén
blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei,
por su elevada resistencia a cambios abioti-
cos y enfermedades, asi como una superior
eficiencia productiva. El afio 2017 registro
para la isla una produccién de aproxima-
damente unas 5700 ton, mientras que a ni-
vel mundial se alcanzan anualmente unos
tres millones de toneladas de esta especie,
de los cuales un 78% proviene de Asia, que
es considerada la regién de mayor impor-
tancia productiva (Instituto Nacional de
Pesca, USA, 2018).

El cierre del ciclo de vida en el cultivo de
L. vannamei ha tenido mucho que ver con
los resultados que se observan hoy, ya que
la produccion se independiza de la dispo-
nibilidad de hembras copuladas del medio
natural, lo cual suele ser bastante fluctuan-
te. No obstante, ain quedan aspectos en la
fisiologia de su reproduccion sin dilucidar
que influyen en que no se alcance el maxi-
mo potencial reproductivo en los centros de
desove, por los que las semillas que surten
las unidades de engorde se obtienen a ex-
pensas de una gran cantidad de animales
y de recursos destinados a los mismos.

En este sentido, los esfuerzos han sido
dirigidos al establecimiento de condiciones
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ambientales 6ptimas tipicas de la estacion
de apareamiento, al suministro de dietas
ricas en proteinas, lipidos y carotenos; y al
estudio de diferentes métodos para la ma-
nipulaciéon hormonal fundamentalmente
de las hembras, donde la ablacién unilate-
ral del pedunculo ocular ha sido el méto-
do mundialmente establecido con este fin.
Sin embargo, este método a pesar de re-
sultar efectivo en la aceleraciéon de la ma-
duracién ovarica afecta fisiolégicamente a
los camarones al eliminar multiples fac-
tores hormonales responsables del control
del metabolismo en general. Este trabajo
pretende resumir los resultados mas re-
levantes obtenidos en el campo de la en-
docrinologia de crustaceos dirigidos a la
inducciéon de la maduraciéon ovarica con
vistas a aplicar en paralelo o reemplazar
el éticamente cuestionable método de abla-
cién unilateral del pedunculo ocular.

EL SISTEMA ENDOCRINO EN
CRUSTACEOS. EL COMPLEJO
NEUROSECRETOR ORGANO X/
GLANDULA SINUSAL.
El sistema endocrino de los crustaceos es-
ta formado por las células neurosecretoras,
los 6rganos neurohémicos y las glandulas
endocrinas. Las células neurosecretoras se
localizan en el 6rgano X del pedinculo ocu-
lar y en los ganglios subesofagico, toraxi-
co y abdominal. Los 6rganos neurohémicos
se nombran: glandula sinusal, érgano peri-
cardico y 6rganos postcomisurales. El o6r-
gano Y, el érgano mandibular, la glandula
androgénica y los ovarios constituyen las
glandulas endocrinas (Fingerman, 1997a).
En el ganglio 6ptico del pedinculo ocu-
lar se encuentra situado el complejo neuro-
secretor organo X/ glandula sinusal, el cual
constituye el principal centro de control en-
docrino en crustaceos. Entre sus funciones
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esta el control neuroendocrino del creci-
miento, la maduracion sexual, la muda y
la regulacion de la osmolaridad y el meta-
bolismo en crustaceos. La glandula sinusal
(SG, del inglés Sinus Gland) esta compues-
ta por un conjunto de terminaciones axona-
les que corren por la superficie del ganglio
del ojo pedunculado, en estrecho contacto
con el sistema circulatorio abierto y la he-
molinfa. Los cuerpos celulares que proveen
los axones hacia la SG se encuentran ubica-
dos mas profundo dentro del ganglio del pe-
dinculo ocular. Estos cuerpos celulares se
agrupan para formar el érgano X, asi como
otros grupos cuyas terminaciones axonales
también convergen en la SG. Los productos
neurosecretorios producidos por estas célu-
las son almacenados en las terminaciones
axonales y liberados al espacio neurohemal
mediante exocitosis. Se ha sugerido que las
hormonas secretadas por el sistema érgano
X/SG parecen estar controladas, al menos
en parte, por los transmisores/neuromodu-
ladores dopamina, serotonina y enquefali-
na (Ollivaux et al., 2002; Hopkins, 2012).
La glandula sinusal en camarones pe-
neidos vivos se puede observar claramen-
te una vez disectado el ganglio 6ptico del
pedinculo ocular con la ayuda de un mi-
croscopio estereocopico (2-4X). La SG se
encuentra en la regiéon dorsolateral dere-
cha del ganglio 6ptico, justamente debajo
de la retina entre las médulas externa e
interna. Su aspecto es digitiforme, difuso
con una coloraciéon azul iridiscente que la
diferencia del tejido nervioso que la circun-
da de color blanco opaco, con algunas zo-
nas blanco nacaradas correspondientes a
cumulos de calcio (Suarez et al.,1996).
Dentro de estos productos neurosecreto-
rios se han descrito dos familias de neu-
ropéptidos que actian como hormonas
denominadas familia de las hormonas
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hiperglucemiantes de crustaceos (CHH,
del inglés Crustacean hiperglycemic hor-
mones), v la familia de los efectores pig-
mentarios (PDH, del inglés Pigmentary
effector hormones). Sin embargo, aunque
se han identificado cientos de neuropép-
tidos correspondientes al menos a otras 4
familias, sus funciones ain permanecen
desconocidas para decapodos. Entre las fa-
milias identificadas se encuentran las or-
cokininas, las alostatinas y las R-amidas
taquininas, asi como de las familias de
hormonas pleiétropicas de insectos: neuro-
parsinas y de la eclosién (Marder y Bucher,
2001).

CARACTERISTICAS DE LOS
NEUROPEPTIDOS DE LA FAMILIA
CHH.
El nombre de la superfamilia denomina-
da CHH proviene de la primera hormona
1dentificada que es la hormona hipergluce-
miante de crustaceos. Es una familia mul-
ti génica de péptidos cuyos miembros estan
estrechamente relacionados estructural-
mente. Su masa molecular es de 8-9 kDa y
contienen una secuencia aminoacidica que
comprende entre 72-83 residuos, la cual
carece de los aminodcidos histidina, me-
tionina y triptéfano. Su estructura tercia-
ria forma cinco alfa hélices ancladas por la
presencia de seis residuos de cisteina for-
mando tres enlaces disulfuro intracatena-
rios en posiciones muy conservadas entre
los miembros de la familia. No obstante, se
pueden definir dos subfamilias (tipo I y II),
de acuerdo a las secuencias de aminoaci-
dos y estructuras precursoras (Huberman,
2000; Katayama et al., 2001; Wilder et al.,
2010; Webster et al., 2012).

En esta familia convergen una gran va-
riedad de funciones relevantes relacionadas
al crecimiento, el metabolismo, la muda, y la
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reproduccion. Sus multiples formas y carac-
ter pleiotrépico vienen dadas por tres facto-
res fundamentales: la presencia de multiples
copias de genes codificando los péptidos, la
ocurrencia de procesamiento alternativo a
partir de un transcripto comin y la ocurren-
cia de modificaciones post traduccionales
como la estereoisomerizacion de determina-
dos residuos (Davey et al., 2000; Ollivaux
et al. 2009; Hopkins, 2012). Estos factores
explican la existencia de multiples isofor-
mas, llegando a ser identificadas hasta sie-
te 1soformas de CHH ligeramente diferentes
entre si para camarones peneidos. No obs-
tante, los estudios de las diferencias en sus
actividades biolégicas no han podido develar
por completo el significado biolégico de este
fenomeno (Tsutsui et al., 2007; 2013).

La subfamilia tipo I es traducida como
una preprohormona formada por un pre-
cursor del péptido con una secuencia senal.
Este precursor es procesado post traduccio-
nalmente liberando la hormona madura y
un pequeno péptido relacionado (CPRP, del
inglés CHH precursor related peptide) de
funcion desconocida. La hormona madu-
ra tiene de 72-73 aa y el carboxilo terminal
amidado, modificacién post-traduccional que
esta relacionada con su actividad biolégica.
Entre sus integrantes se encuentran las hor-
monas CHH y las ionotransportadoras (ITP,
del inglés ion transport peptide), asociadas
al metabolismo de los carbohidratos y a la
osmorregulaciéon a diferentes concentracio-
nes de salinidad, respectivamente. La sub-
familia tipo II presenta una secuencia sefial
pero carecen de precursor del péptido. Las
hormonas maduras se caracterizan por po-
seer una talla de 77-83 aa, un residuo de
glicina en la posicion 12 y el carboxilo termi-
nal generalmente no se encuentra amidado.
En esta subfamilia se incluyen la hormona
inhibidora de las géonadas (GIH, del inglés
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Gonad inhibiting hormone), la hormona in-
hibidora de la muda (MIH, del inglés Molt
inhibiting hormone) y la hormona inhibido-
ra del 6rgano mandibular (MOIH, del inglés
Mandibular organ inhibiting hormone), re-
lacionadas a la reproduccién y a los proce-
sos de muda, fundamentalmente. (Webster
et al., 2012, Tsutsui et al., 2013).

CARACTERISTICAS DE LA HORMONA
INHIBIDORA DE LAS GONADAS

La GIH, también denominada hormona in-
hibidora de la vitelogénesis (VIH, del in-
glés Vitellogenesis inhibiting hormone), es
la hormona que se ha relacionado mas di-
rectamente con el proceso de reproduccion
ya que incide directamente en la inhibi-
cién del proceso de vitelogénesis median-
te un mecanismo de regulaciéon negativa
de la expresion de la vitelogenina a nivel
de ovario y hepatopancreas, que son sus si-
tios de sintesis. La molécula vitelogenina
es la precursora del vitelo, que es acumu-
lada en los oocitos y es el componente pro-
teico fundamental de la yema que sirve de
alimento durante el desarrollo embriona-
rio y el primer estadio larval. Ademas se
ha relacionado con la importacion de mi-
nerales, lipidos y otros componentes esen-
ciales (Kang et al., 2014; Chen et al., 2014).

La GIH fue aislada por primera vez a
partir de extractos de pedinculo ocular de
la langosta Homarus americanus e identifi-
cada como un “factor de inhibiciéon de la vi-
telogénesis” por su papel predominante en
la regulaciéon negativa de la reproduccion
(Soyez et al., 1987, De Kleyn et al., 1994).
Posteriormente, fue reportada su secuencia
aminoacidica asi como para otras especies
de crustaceos ya sea por purificacion y se-
cuenciacion de los neuropéptidos a partir de
la SG 6 clonaje de su ADNc: H. americanus
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(Soyez et al., 1991; De Kleyn et al., 1994;
Ohira et al., 2006), Armadillium vulgare
(Greve et al., 1999), Nephrops norvegicus,
(Edomi et al., 2002), Jasus lalandii (Marco
et al., 2002), Procambarus bouvieri (Aguilar
et al., 2002), Pandalus hypsinotus (Tsutsui et
al., 2004), Homarus gammarus (Ollivaux et
al., 2006), Penaeus monodon (Treerattrakool
et al., 2008), Rimicaris kairei (Qian et al.,
2009), Litopenaeus vannamei (Chen et al.,
2014). Otros estudios obtuvieron neuropépti-
dos de la familia CHH que mostraron fun-
ciones similares a la desplegada por la GIH,
como es el caso del péptido Pej-SGP III pa-
ra Marsupenaeus japonicus (Tsutsui et al.,
2005), la MIH-B para Metapenaeus ensis
(Gu et al., 2002) y el péptido de tipo I Liv-
SGP-G para L. vannamei (Tsutsui et al.,
2007; 2013).

TECNOLOGIAS DESARROLLADAS
PARA IMPLEMENTAR LA
REPRODUCCION DE CAMARONES
PENEIDOS EN CONDICIONES DE
CAUTIVERIO.

MADURACION Y REPRODUCCION EN CONDICIONES
CONTROLADAS

Obtencion de bancos de reproductores

Con el objetivo de optimizar la reproduc-
cién del camarén en condiciones de cauti-
verio se han implementado programas de
mejoramiento genético, en los cuales se
crean bancos de reproductores domestica-
dos que incluyen caracteristicas que los ha-
cen mas atractivos desde el punto de vista
reproductivo (gj. cantidad de desoves en un
periodo dado, cantidad y calidad de las lar-
vas, tiempo de vida util) y productivos ().
tasa de crecimiento, resistencia a enfer-
medades, color y sabor de la carne). Estos
programas ademas se encargan de la intro-
duccién controlada de nuevas poblaciones
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genéticas para enriquecer el acervo genéti-
co de la especie (Bécquer et al., 2002).

En los diferentes métodos de obtencion
de progenitores, se utiliza generalmente
una densidad de siembra mucho mas baja
que la utilizada para el engorde comercial.
El alimento de los camarones que confor-
man los bancos reproductores se diferencia
bastante con respecto al alimento utiliza-
do para el engorde empleando piensos de
mayor calidad e incluyendo alimento fresco
o congelado en la fase final de la cria, ga-
rantizando asi una adecuada preparacion
fisiolégica para la reproduccion.

De manera general el control de éstos y
otros factores es imprescindible para que
tanto las hembras como los machos lleguen
a madurar sexualmente.

IMADURACION Y REPRODUCCION EN CONDICIONES DE
CAUTIVERIO

Un aspecto muy importante que se tiene en
cuenta es la manipulaciéon ambiental, que
simula las caracteristicas ambientales de
la temporada reproductiva de esta espe-
cie e incluye factores abidticos como la luz,
principalmente intensidad y fotoperiodo, la
temperatura, el pH, la salinidad, el oxige-
no disuelto y elementos nitrogenados. La
manipulacién nutricional es otro aspecto
a tener en cuenta y que influye principal-
mente en la calidad y cantidad de huevos
desovados asi como en la calidad y sobrevi-
da de las larvas. Por lo general una dieta
rica en calamar, bivalvos (ostiones, mejillo-
nes, almejas) y suplementos de carotenoi-
des y lipidos son esenciales para estimular
la maduracién sexual y la actividad de co6-
pula. Es necesaria una dieta que cubra
los requerimientos necesarios de protei-
nas, lipidos, vitaminas y carotenoides en
el proceso de maduracién de los camarones
peneidos (Bray y Lawrence, 1992).
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Las variaciones bioquimicas, relaciona-
das con el incremento del indice gonadoso-
matico durante la maduracién gonadal de
la hembras han sido estudiadas por diver-
sos autores, asi por ejemplo Ramos (1996)
demuestra que segiin aumenta el indice go-
nadosomatico en Penaeus schmitti se acu-
mulan proteinas, carotenoides y lipidos en
los ovarios, con una disminucién de los ami-
noacidos libres y una pérdida significativa
de agua que se acentua en la maduracion
temprana. Segun los analisis cualitativos
durante la maduracién de esta especie en
los ovarios los carotenoides mayoritarios
son la astaxantina libre predominando los
fosfolipidos y triglicéridos, encontrando va-
riaciones interespecificas en los acidos gra-
sos poli insaturados de las familias w3 y
w6 entre P. schmitti y Penaeus notialis. En
general los estudios bioquimicos realiza-
dos en las diferentes especies de camaro-
nes marinos indican una acumulacion de
triglicéridos, fosfolipidos y colesterol en los
ovarios y sefialan a los acidos grasos de la
serie w3 como predominantes.

Por otro lado, se destaca la importan-
cla para optimizar la maduracién de otros
nutrientes y sustancias activas hormonal-
mente asi como antioxidantes naturales,
entre los cuales se encuentran los carote-
noides, las vitaminas E y C. A pesar de las
evidencias anteriores el conocimiento de
los requerimientos nutricionales de los re-
productores de camarones continia siendo
limitado, ya que es necesario realizar es-
tudios utilizando dietas purificadas y se-
mipurificadas. Constituye una prioridad
llegar a obtener dietas formuladas que re-
emplacen el alimento fresco (Wouters et
al., 2001).

Estudios mas recientes reconocen el
beneficio de ciertos aditivos incorporados
a las dietas de reproductores. Es asi el
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caso de los poliquetos marinos, cuyos ex-
tractos incorporados a la dieta de M. ja-
ponicus estimuld la maduracion ovarica e
influyé en la composicion de lipidos de los
ovarios (Nguyen et al., 2012). Poliquetos
marinos como alimento vivo beneficiaron
el crecimiento, la superviviencia, y la cali-
dad de esperma de P. monodon domestica-
dos (Leelatanavit et al., 2014) y la adicion
de acido araquidénico a dietas formuladas
durante la maduracién temprana favorece
el desempeno reproductivo de L. vannamei
Xu et al., 2017).

METODOS DESARROLLADOS PARA LA MANIPULACION
HORMONAL DE CRUSTACEOS
Ablacion unilateral del pedinculo
ocular
Hasta la fecha, la ablacién unilateral del
pedinculo ocular constituye la via mas co-
mun y efectiva para inducir la madura-
cion ovarica y desove en muchas especies
de camarones peneidos (Browdy, 1992). Se
basa en la remocion por corte o laceracion
y vaciado de uno de los globos dpticos del
pedunculo ocular, lo cual resulta en la eli-
minacién del complejo neurosecretor 6rga-
no X/ glandula sinusal presente en esta
estructura y responsable de la sintesis y li-
beracion de la GIH, entre otras neurohor-
monas de gran importancia metabdlica.
Esta técnica presenta como ventajas que
favorece la maduracion ovarica y el deso-
ve en aproximadamente el 60% de los ca-
marones ablacionados (Teerattrakool et
al., 2014), aumenta las tasas de crecimien-
to, peso ovarico e indice gonadosomatico
(Umaporn et al., 2011), ademas de ser ra-
pida, relativamente sencilla y poco costo-
sa. No obstante, presenta como desventajas
que, ademas de generar un gran estrés en
el animal, las lesiones pueden dar lugar a
infeccion y necrosis en el sitio del corte. La
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pérdida del pedinculo genera un desequi-
librio hormonal en términos de concentra-
cion de glucosa, triglicéridos y proteinas
de la hemolinfa (Sainz-Hernandez et al.,
2008). Entre las consecuencias mas evi-
dentes estan: la disminucién de la super-
vivencia de los reproductores y sus larvas,
asi como la cantidad de nauplios por de-
sove, especialmente durante los primeros
eventos de desove después de la ablacion.
Ademas, se ha reportado que este procedi-
miento acorta el ciclo de muda, baja los ni-
veles de glucosa en la hemolinfa y aumenta
las necesidades energéticas para mantener
el nivel de glucosa en la hemolinfa duran-
te la madurez gonadal y afecta la respues-
ta inmune al alterar las concentraciones de
varios metabolitos importantes en la mo-
dulacién de la misma como la fenoloxidasa,
producto de la reduccion de la cantidad de
otros neuropéptidos producidos en el érga-
no X/ glandula sinusal (Uawisetwathana
et al., 2011, Teerattrakool et al., 2014).

Sin embargo, a pesar de la evidente ne-
cesidad de sustitucion de esta técnica, ac-
tualmente se hace imprescindible para
resolver los graves problemas de madura-
cién en cautiverio que existen, donde espe-
cies como Penaeus kerathurus, P. monodon
y Farfantepenaeus paulensis no llegan si-
quiera a alcanzar las ultimas etapas de
maduracién ovarica sin la aplicacion de la
misma (Alfredo, 1977, Rodriguez, 1996;
Peixoto et. al, 2011). Por otro lado, en Cuba
se ha optimizado el control de las condicio-
nes ambientales y el adecuado suministro
de dietas de forma que este método ya no
se aplica para el cultivo de L. vannamei,
el cual alcanza indices de maduracion de
aproximadamente del 15% (J. Mejias, co-
municacion personal). No obstante, ain en
las especies donde es posible lograr la re-
produccién en condiciones de cautiverio el
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porciento de hembras que llegan a desovar
se mantienen relativamente bajo por lo que
se necesitan gran cantidad de animales
para suplir las necesidades de las unidades
productivas (Wilder et al., 2010). Por esta
razon, en el ultimo par de décadas se han
desarrollado grandes esfuerzos en el desa-
rrollo de técnicas alternativas a la ablacién
del pedunculo ocular que permita inducir
la maduracién de forma homogénea sin los
efectos adversos derivados de la misma.

OTRAS TECNICAS PARA LA
MANIPULACION HORMONAL DE
CRUSTACEOS:

SiLenciAMIENTO GENICO MEDIANTE ARN DE
INTERFERENCIA

Una de las herramientas mas utilizadas
para la demostracion de funciones géni-
cas en crustaceos y mas recientemente
como método de induccién de la madura-
cion ovarica es el uso de la tecnologia de
silenciamiento génico mediante ARN de
interferencia.

Lugo et al., (2006) utilizaron esta técni-
ca para la demostracion de la funciéon gé-
nica del primer ADNc de CHH aislado en
la especie Litopenaeus schmitti . Una tni-
ca inyeccion del ARNdc correspondiente
al péptido maduro del CHH aislado en los
senos de hemolinfa abdominales de cama-
rones L. schmitti adultos dio lugar a una
disminucién muy significativa de los ni-
veles de glucosa en hemolinfa en el grupo
tratado, confirmando la funcion CHH del
péptido identificado. Ademas, se observo
una reduccion de los transcriptos CHH a
niveles indetectables en este grupo con res-
pecto a los grupos que recibieron una in-
yeccion de solucion salina 6 un ARNdc no
relacionado, confirmando la ocurrencia del
silenciamiento total y especifico del gen de
interés (Lugo et al., 2006).

Gonzalez * Betancourt * Ramos

De igual forma, Treerattrakool et al.
(2008) aislaron el gen Pem-GIH a partir
de ARN total de pedinculo ocular de la es-
pecie P. monodon y emplearon esta técnica
para la demostraciéon de su actividad inhi-
bidora de las génadas tanto in vitro como
in vivo. La administracién de su ARNdc a
hembras previtelogénicas P. monodon, dio
lugar a un incremento muy significativo
en los transcriptos de Vg en los ovarios del
grupo tratado con respecto al grupo sumi-
nistrado con solucién salina. En estudios
posteriores, estos autores demuestran que
una Unica inyeccion de ARNdc GIH es ca-
paz de inhibir la expresién de la GIH por
un periodo de al menos 30 dias, dando lu-
gar a la maduracion ovarica y desove de
hembras previtelogénicas de la especie P.
monodon, tanto domesticadas como salva-
jes, a niveles comparables con la ablacion
unilateral (Treerattrakool et al., 2011).
Ademas, logran inducir el silenciamiento
transcripcional de la GIH utilizando como
via de administracion el suministro oral de
Artemia salina enriquecida con el ARNdc
GIH (Treerattrakool et al., 2013).

Sin embargo, Feijé et al. (2016) en un
estudio similar in vivo, inyecté a hembras
de L. vannamei con el ARNdc correspon-
diente al péptido maduro GIH de esta es-
pecie, y a pesar de alcanzar 64, 73,y 71 %
de silenciamiento de los niveles de ARNm
en pedunculo ocular, no observé diferen-
cias en el grado de desarrollo de los ovarios
(previtelogénicos y vitelogénesis primaria)
del grupo inyectado con el ARNdc GIH y
los grupos inyectados con solucion salina 6
el ARNdc no relacionado. Para el caso del
grupo ablacionado se observaron todos los
grados de desarrollo predominando el de
oocitos maduros. Los autores atribuyen es-
te resultado a la presencia de otros pépti-
dos de la familia con actividad inhibidora
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de las génadas que podrian estar mitigan-
do el efecto producido por el silenciamiento
y/o a que este método no permite neutrali-
zar los efectos de la hormona ya sintetiza-
da y almacenada en la SG.

En otra aproximaciéon, Tiu y Chan de-
mostraron la funcién estimuladora de la
vitelogenésis in vivo de la hormona inhibi-
dora de la muda II (MeMIH-B) en la es-
pecie M. ensis, donde la administracion de
su ARNdc correspondiente dio lugar a una
disminucién muy significativa de los trans-
criptos de Vg a nivel de hemolinfa, ovario
y hepatopancreas en el grupo tratado con
respecto al no tratado. Conjuntamente,
la adicion de la MeMIH-B recombinan-
te a cultivos de células de ovario y hepato-
pancreas dio lugar a un incremento en los
transcriptos de Vg en estos 6rganos, confir-
mando asi la funcién estimuladora de este
péptido (Tiu y Chan, 2007).

Sin embargo, aunque esta técnica re-
sulta muy util para fines investigativos los
costos de su aplicacion resultan muy eleva-
dos y por lo tanto poco factible para una
aplicacion de campo.

Uso DE HORMONAS ESTIMULADORAS DE LAS
GONADAS

En los ultimos anos varios han sido los es-
tudios encaminados a descifrar los meca-
nismos endocrinos de estimulacién de la
vitelogénesis. En este sentido, se ha com-
probado la existencia de determinados fac-
tores hormonales que ejercen un efecto
gonadotropico en la maduraciéon ovarica y
el desove (Subramoniam, 2016). Entre es-
tos factores estan los péptidos tipo hormo-
na estimuladora de los foliculos, secretadas
en cerebro y ovarios; la hormona liberadora
de la gonadotropina, y la bursicona, secre-
tadas en ganglios cerebral y toracico en ca-
marones (Sathapondecha et al., 2015; Guan
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et al., 2013). Otras hormonas descritas pa-
ra diferentes especies desde hace ya varios
anos son las aminas biogénicas y los pép-
tidos opioides, secretados en ganglios ce-
rebral y toracico; el metil farnesoato (MF)
secretado por el érgano mandibular; los ec-
disteroides secretados por el 6rgano Y; y los
esteroides sexuales analogos en vertebra-
dos como el 17B-estradiol y la progestero-
na secretados en ovarios y hepatopancreas
(Subramoniam, 2017).

AMINAS BIOGENICAS

Las aminas biogénicas funcionan como
neurotrasmisores y neuromoduladores y
estan involucrados en la regulacion de di-
ferentes procesos fisiologicos (Fingerman,
1997Db). La serotonina (5 hidroxi triptami-
na, 5HT), por ejemplo, es una de las neuro-
hormonas mas estudiadas. Se presume que
ejerce una accion indirecta mediante la es-
timulacién de la liberacién de otras sus-
tancias gonadotropicas a nivel de ganglios
cerebral y toracico (Fingerman, 1997b;
Sarojini et al., 1995a) 6 mediante la inhi-
bicién de la liberacion de GIH del ganglio
optico (Kulkarni et al., 1992). Sin embargo,
en P. monodon se report6 la expresion del
receptor de la serotonina en la membrana
de oocitos en fases III y IV de maduracion,
lo cual sugiere una accién directa por parte
de la misma (Ongvarrasopone et al., 2006).
En la especie Macrobrachium rosenbergii,
se reportd que los langostinos tratados con
serotonina mostraron mejor calidad en los
huevos, mayores indices de eclosién y una
mayor produccion de nauplios (Meeratana
et al., 2006). En la langosta espinosa P. ho-
marus se establecié un correlacion entre la
maduracién ovarica con un incremento en
la sintesis de esta hormona a nivel de gan-
glios cerebral y toracico (Subramoniam y
Kirubagaran, 2010).
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Recientemente, Tomy et al., (2016) me-
diante un ensayo in vivo en camarones
Penaeus indicus, establecieron los perfiles
de expresion génica de diferentes genes re-
lacionados con la vitelogénesis y la madura-
cion post vitelogénica de los oocitos, lo cual
confirmo el rol regulatorio de la serotonina
en la maduracion ovarica. Sin embargo, el
suministro de serotonina a camarones P.
indicus in vivo solo dio lugar a una efectiva
induccién de la maduracion ovarica cuando
se administro la serotonina de forma sinér-
gica con la aplicacion de la ablacion unila-
teral, y no de forma independiente.

Un analisis de los niveles de seroto-
nina y dopamina durante el desarrollo
embrionario en la especie M. rosenbergii
mediante cromatografia liquida de alta
resolucion con deteccion electroquimica
(HPLC-ECD), mostré que los niveles de
estas dos hormonas incrementan gradual-
mente desde la fase de ovarios amarillo
palido hasta las fases de ovarios naran-
ja, alcanzando su pico maximo en la fase
de ovarios negros, siendo los niveles sig-
nificativamente menores para la dopami-
na que para la serotonina en las primeras
etapas. El suministro de diferentes dosis
de estas hormonas a hembras M. rosen-
bergii dio lugar a un acortamiento signifi-
cativo de la duracion de las primeras fases
de desarrollo para los grupos tratados con
serotonina y un alargamiento de las fases
Iintermedias para los tratados con dopa-
mina, confirmando asi la participacion de
ambas hormonas en el desarrollo embrio-
nario (Tinikul et al., 2016).

En efecto, se ha propuesto que la dopa-
mina juega un papel antagonico al de la
serotonina en la estimulacién del desarro-
llo embrionario en varios decapodos, co-
mo el langostino P. clarkii (Sarojini et al.,
1995a), M. rosenbergii (Tinikul et al., 2009)
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y el camaron L. vannamei (Tinikul et al.,
2011a; 2011b; 2014). Se registré una dismi-
nucién en los niveles Vg producto de la ad-
ministracion de dopamina para el cangrejo
Uca pugilatory el langostino M. rosenbergii
(Sarojini et al. 1995b; Tinikul et al, 2008).
El suministro de dopamina a hembras M.
rosenbergii dio lugar a un alargamiento del
periodo de maduraciéon ovarica, los perio-
dos de desoves y el desarrollo embrionario
(Tinikul et al., 2009), mientras que en hem-
bras juveniles de la especie Cherax quadri-
carinatus se observo un alargamiento de la
maduracién ovarica conjunto con una dis-
minucién en los indices gonadosomaticos
de los animales tratados (Tropea y Lopez
Greco, 2013). En un ensayo en el cangrejo
Oziothelphusa senex senex la administra-
cién de dopamina dio lugar a un retraso en
la maduracion ovarica de hembras ablacio-
nadas, lo cual sugirié que sus efectos inhi-
bitorios eran debido a una inhibicién de la
liberacion de hormonas estimuladoras de
las gonadas de ganglios cerebral y toraci-
co mas que a una estimulaciéon de la libe-
racién de la GIH (Sainath y Reddy, 2011).

Otras aminas biogénicas como la mela-
tonina, que es un derivado de la serotonina,
también se observo que juega un papel inte-
gral en la maduracion ovarica en el cangre-
jo O. senex senex (Sainath y Reddy, 2011).
Por otro lado, el opioide metionina encefali-
na producido en ganglio cerebral ejerce un
efecto inhibitorio en la maduracién de los
oocitos similar a la desplegada por la dopa-
mina en el langostino Procambarus clar-
kit (Sarojini et al., 1995¢), mientras que el
suministro de la spiperona, un antagonis-
ta de la dopamina, da lugar a un incremen-
to de los indices gonadosomaticos cuando
es inyectado a hembras de esta especie en
vitelogénesis temprana (Rodriguez et al.,
2002).
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IMIETIL FARNESOATO
El metil farnesoato es otra molécula cuya
actividad gonadotrépica ha sido amplia-
mente estudiada. Se trata de un sesquiter-
peno muy similar a la hormona juvenil II1
de los insectos cuyo precursor es el acido
farnesoico. Este es sintetizado y excreta-
do por el érgano mandibular a la hemolin-
fa y es metabolizado en hepatopancreas y
en otros tejidos periféricos del sistema re-
productor como ovarios, testes y glandula
accesoria (Borst et al., 1987). Existen fuer-
tes evidencias de su funcion estimuladora
de la vitelogénesis en determinadas etapas
del ciclo reproductivo en diferentes espe-
cles de crustaceos, tanto en hembras como
en machos (Rodriguez et al., 2002; Mak
et al., 2005; Tiu et al., 2006), sin embargo
también se han reportado resultados con-
tradictorios en los que este no ejerce efecto
alguno o incluso ejerce un efecto inhibito-
rio sobre la maduracion (Nagaraju, 2007).
Varios estudios en diferentes especies
evidencian perfiles muy variables del com-
portamiento de esta hormona durante las
fases de la vitelogénesis. Para el caso de
los cangrejos Libinia emarginata 'y Cancer
magister ocurre un pico de secreciéon du-
rante las fases vitelogénicas I y II (Laufer
y Biggers, 2001), para el caso de Cancer
Pagurus el pico se extendi6é desde las fa-
ses vitelogénicas I a la III (Wainwright et
al., 1996) y para el cangrejo O. senex senex
se observo un incremento en la secrecion
desde la fase previtelogénica hasta la fa-
se vitelogénica III (Nagaraju et al., 2006).
Por otro lado, para la langosta H. ameri-
canus, los niveles de MF en la hemolinfa
son superiores en la ausencia de madura-
cién ovarica e inferiores en el momento de
la maduracion (Tsukimura y Borst, 1992).
Se ha reportado la estimulacién in vi-
vo de la maduraciéon ovarica mediante la
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administraciéon de MF en las especies: can-
grejo arana L. emarginata (Jo et al. 1999),
langostino de agua dulce M. rosenbergii
(Wilder et al., 1995), camarén marino P.
indicus (Nagaraju et al., 2002), langostino
de agua dulce Macrobrachium malcolmso-
nii (Nagaraju et al., 2003), el cangrejo de
agua dulce O. senex senex (Nagaraju, 2003;
Reddy et al., 2004) y el camarén Sicyonia
ingentis (Paran et al., 2010). Desde el 1998
ya se habia logrado inducir la madura-
cion ovarica en P. clarkii mediante ali-
mentaciéon con pienso enriquecido con MF
(Laufer et al., 1998), y posteriormente en
el cangrejo Chasmagnathus granulate con
pienso enriquecido con la hormona juvenil
III (Zapata et al., 2003).

Por otro lado, se han obtenido muchos
resultados de la no relacion del MF con la
maduracién ovarica. Por ejemplo, no se ob-
servo ningun efecto al inyectarseles MF
a hembras senescentes de las especies H.
americanus y M. rosenbergii (Tsukimura
et al., 1993, Wilder et al., 1994). Sin embar-
go, el tiempo de vida medio del MF es de 45
min, por lo que es posible que la cantidad
de MF fuera insuficiente para reiniciar la
reproduccién. La incubacién de tejido ova-
rico activo de Triops longicaudatus con
MF tampoco mostré ningun efecto, lo cual
se explico por el hecho de que la viteloge-
nésis podria estar a su maxima capacidad.
(Riley y Tsukimura, 1998).

Linder y Tsukimura (1999) reportaron
que el MF redujo significativamente el ni-
mero de oocitos en desarrollo cuando se le
administré de forma continua a camarones
juveniles T. longicaudatus. Posteriormente,
Tsukimura et al. (2006) confirmé este re-
sultado en otro estudio de inhibicion utili-
zando esta misma especie. Marsden et al.
(2008) demostréo mediante la administra-
cion oral continuada del MF durante todo
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el ciclo reproductivo en hembras ablaciona-
das de la especie P. monodon que en las
ultimas etapas de la vitelogenesis el MF
puede dar lugar a una reduccion del nime-
ro de desoves por camaroén y una reduccion
de la fecundidad relativa. Las hembras que
fueron alimentadas con el pienso enrique-
cido con MF mostraron niveles de retro-
version de los ovarios en fase vitelogénica
I1I significativamente superiores a los del
grupo control (Marsden et al., 2008). Estos
datos parecen concordar con las ideas ini-
ciales de que el MF puede actuar como un
agente juvenilizador en crustaceos.
Diferentes estudios in vitro han de-
mostrado la existencia de un receptor pa-
ra el metil farnesoato (RXR) en células de
ovarios y hepatopancreas (Tsukimura y
Kamemoto, 1991; Rodriguez et al., 2002;
Takac et al., 1993). Al unirse a su recep-
tor, el MF forma un complejo que pare-
ce estimular la vitelogénesis en la especie
Carcinus maenas, ya que ocurre un incre-
mento de los niveles del ARNm RXR en es-
tos organos de forma estadio dependiente
a la vitelogénesis (Nagaraju et al., 2011).
Este comportamiento también fue repor-
tado para el cangrejo Paratelphusa hydro-
dromous (Sarika y Anilkumar, 2014).

EsTEROIDES

En crustaceos se han relacionados dos ti-
pos de esteroides a la reproduccion: los
ecdisteroides y los esteroides sexuales ana-
logos en vertebrados.

Ademas de su papel primario en la re-
gulacién de la muda, los ecdisteroides en
crustaceos funcionan como hormonas go-
nadotropicas. Los estudios iniciales die-
ron lugar a la identificacion de la molécula
20-hidroxiecdisona (20E) y esta fue carac-
terizada como la forma fisiolégicamente
activa de los ecdisteroides en la mayoria
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de las especies (Hampshire y Horn, 1966;
Horn et al., 1966). Aunque, también se han
1dentificado otros ecdisteroides como son la
3-dehidroecdisona en Cancer antennarius
(Spaziani et al., 1989) y la 25-deoxiecdiso-
na en C. maenas (Lachaise et al., 1989). Su
prohormona, denominada ecdisona, es se-
cretada por el 6rgano Y (Chang y O*Connor,
1977).

Inicialmente se postuld que su efecto en
el control de la vitelogénesis parecia ser in-
directo, relacionado a la sintesis de diferen-
tes componentes precursores de la yema
tanto en ovarios como en hepatopancreas.
Sin embargo, mas adelante mediante el es-
tudio de los receptores de ecdisona a nivel
de tejido de ovario y hepatopancreas, se es-
tableciéo una relaciéon mas directa entre la
toma de ecdisona por sus 6rganos diana y
el inicio de la vitelogénesis (Subramoniam,
2017). Un incremento en los niveles de ec-
disteroide en hemolinfa se ha relacionado
con el inicio del proceso de oogénesis en el
cangrejo C. maenas (Arvy et al., 1954), y
con la reanudacion de la meiosis en los oo-
citos en el cangrejo arana Acanthonyx lu-
nulatus (Chaix y De Reggi, 1982) y en el
camaron palaemonido Palaemon serratus
(Lanot y Cledon, 1989).

En anfipodos e isépodos también se
observo que los niveles de Vg y de ecdis-
teroides en hemolinfa aumentaban de for-
ma paralela durante el ciclo vitelogénico.
Por ejemplo, en el anfipodo Orchestia gam-
marellus se sugirié que altos titulos de 20E
son necesarios para la sintesis de la Vg, ya
que la remocién del 6rgano Y en la fase de
post ecdisis inhibe el inicio de la viteloge-
nésis (Blanchet-Tournier, 1982). De igual
forma, se encontré una relaciéon directa
entre los titulos de ecdisteroides y las fa-
ses de maduracién ovarica durante el ci-
clo reproductivo — muda del langostino M.
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rosenbergii (Okumura et al. 1992). En el
cangrejo Emerita asiatica, se observd una
sincronizacién entre los ciclos oogénicos y
de muda, los ecdisteroides en hemolinfa
mostraron incrementos de forma bifasica
con un pequeno pico durante la intermuda
coincidente con las actividades vitelogéni-
cas en los ovarios y un pico marcado en la
premuda (Gunamalai et al., 2004). En esta
especie, una inyeccion de 20E increment6
la sintesis proteica en ovarios, hepatopan-
creas y tejido tegumentario, apoyando la
1dea de un doble papel en el control de la
muda y la reproduccién.

Mas adelante, Tarrant et al. (2011) re-
portd la presencia de varias isoformas de
su receptor EcR/RXR en la langosta ame-
ricana H. americanus y correlacioné sus
patrones de expresion con la regulacién del
desarrollo ovarico. Un analisis de la ex-
presiéon de EcR en los ovarios del cangrejo
Portunus trituberculatus mostr6é un incre-
mento en los niveles de ecdisteroides post
copulacion, lo cual indico el papel de esta
hormona en la maduracién ovarica (Mu et
al., 2014). Las isoformas de EcR también
han sido aisladas de otras especies de crus-
taceos como M. japonicus (Asazuma et al.,
2007), Macrobrachium nipponense (Shen
et al., 2013), y el cangrejo azul Callinectes
sapidus (Techa y Chung, 2013). Para el
cangrejo de lodo Scylla paramamosain se
reportaron tres isoformas de receptores de
ecdisona (SpEcR) en los ovarios (Gong et
al., 2015). La incubacién de explantes de
ovarios previtelogénicos con 20E incremen-
t6 la expresion de su receptor SpEcR asi
como el receptor de Vg (SpVg). Los estu-
dios de hibiridizacion in situ indicaron que
el ARNm de SpEcR solamente estuvo pre-
sente en las células foliculares y no presen-
te en los oocitos, lo cual sugiri6 su posible
rol en la induccién del desarrollo ovarico.
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En el cangrejo Eriocheir sinensis, Yang
et al. (2007) observaron que las células fo-
liculares juegan un papel predominante en
el transporte de las reservas de nutrientes
a los ovarios cuando se inicia la madura-
cién ovarica. La toma de Vg a los ovarios
a partir de la hemolinfa a través de endo-
citosis mediada por receptor es un proceso
1mportante en la vitelogenesis del cangre-
jo Scylla serrata (Warrier y Subramoniam,
2002). Se piensa que los ecdisteroides pu-
dieran mediar la toma de la Vg a los oo-
citos en los cangrejos braquiuros, y otros
crustaceos decapodos, donde los recepto-
res de ecdisteroides son localizados en los
ovarios.

En los estudios anteriores solo se de-
muestra actividad del receptor EcR en
ovarios, no obstante, Girish et al. (2015)
observaron un incremento de la expresién
de los receptores RXR y EcR en el hepa-
topancreas del cangrejo de agua dulce O.
senex senex, seguido por una regulacién
positiva del gen relacionado a la ecdisona
E75 durante las etapas vitelogénicas I y
II. Estos autores sugieren que RXR, EcR
y el gen E75 estan involucrados en la re-
gulacion de la sintesis de Vg en el hepato-
pancreas, mientras que en el ovario, estan
jugando un importante papel en la toma de
Vg de la hemolinfa mediante la regulacién
de los niveles del receptor de Vg. Tokishita
et al. (2006) reportaron que en el cladocero
primitivo Daphnia magna, existe un ele-
mento dependiente de ecdisona corriente
arriba del gen Vg, lo cual sugiere la posible
activacion transcripcional del gen Vg me-
diante los ecdisteroides. El descubrimien-
to de los elementos activados por ecdisoma
en las especies primitivas de crustaceos
revela la convergencia en la evolucion de
mecanismos endocrinos controlando la
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reproduccién en insectos y en crustaceos
(Subramoniam, 2017).

Otra aproximaciéon ha sido la admi-
nistracion de esteroides sexuales, cuyos
analogos en vertebrados participan en la
regulacion del desarrollo gonadal, entre
otras funciones relacionadas con el creci-
miento y el desarrollo. Esta linea de inves-
tigacion se consolida con la demostracion
de la existencia de esteroides sexuales co-
mo la progesterona, el estradiol y la testos-
terona en organismos invertebrados. Sin
embargo, para la mayoria de los casos aun
no se han demostrado los origenes, ni las
vias por las que ejercen su regulacion en-
docrina como es el caso para vertebrados
(Lafont y Mathieu, 2007).

El uso de técnicas de cromatografia ga-
seosa/ espectometria de masas permitie-
ron confirmar por primera vez la presencia
del 178-estradiol en los huevos y la hemo-
linfa de la langosta N. norvegicus (Fairs
et al., 1989). Los primeros estudios repor-
taron la ocurrencia de la esteroidogénesis
de estas hormonas durante la vitelogénesis
en ovarios y hepatopancreas del camaron
tigre P. monodon (Fairs et al., 1990), los
cangrejos S. serrata (Warrier et al., 2001)
y C. maenas (Hazel, 1986), y del langosti-
no de agua dulce M. rosenbergii (Ghosh y
Ray, 1993). Posteriormente, varios autores
realizaron diferentes analisis del compor-
tamiento de las hormonas esteroidales en
hemolinfa, ovarios y hepatopancreas y los
correlacionaron con las diferentes etapas
del ciclo reproductivo — muda. Se determi-
né que en muchos decapodos los niveles de
178-estradiol y progesterona en hemolin-
fa, ovarios y hepatopancreas se mueven de
forma paralela a los de Vg durante el ciclo
de maduracién ovarica; entre ellos: cangre-
jos (Warrier et al., 2001), camarones (Yano,
2000) y langostinos (Coccia et al., 2010).
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En varias especies de camarones, se de-
mostrd que una inyeccion de estrogeno y
progesterona resulta en la liberacion de Vg
hacia la hemolinfa (Yano, 2000). Cuando
se cultivan in vitro ovarios previtelogénicos
de M. japonicus con 178-estradiol también
se observa un aumento en la sintesis de Vg
(Yano y Hoshino, 2006). Un estudio mas
reciente en la especie P. monodon mostrd
que tanto las inyecciones de progesterona
como de estrégeno estimulan la expresién
del ARNm Vg en los ovarios y hepato-
pancreas durante la fase previtelogénica
(Merlin et al., 2015). En un ensayo similar
utilizando especimenes Cherax albidus,
Coccia et al. (2010) obtuvo un incremen-
to en la sintesis del ARNm Vg en ovarios
en vitelogénesis primaria al ser inyectados
con 178-estradiol y la progesterona. Para el
caso del cangrejo O. senex senex, la admi-
nistracion del 178-estradiol y la progestero-
na dio lugar a un incremento en el indice
gonadosomatico, el diametro de los ooci-
tos y los niveles de vitelina en los ovarios
(Swetha et al., 2016). Estos resultados en
su conjunto demuestran el hecho de que los
esteroides no solo son sintetizados de forma
endégena en los tejidos reproductivos de
los crustaceos sino que ademas modulan la
sintesis de Vg en ovarios y hepatopancreas.

En vertebrados oviparos la regulacion
de la expresion génica del gen de la Vg se
logra mediante la unién del estrégeno a su
receptor en el nucleo, el cual se une a ele-
mentos activados por estrdgeno en la re-
gion del promotor del gen de la Vg (Tata
y Smith, 1979). En crustaceos, varios es-
tudios indican la expresién de recepto-
res para los estrogenos y la progesterona
en ovarios y hepatopancreas. Merlin et al.
(2015) observaron la ocurrencia de la ex-
presiéon simultanea de estos receptores
en los ovarios, lo cual refuerza su posible
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implicacion en la expresion de la Vg en ca-
marones peneidos. Ademas plantea que la
respuesta de los ovarios a estas hormonas
es mucho mas pronunciada en hembras
ablacionadas que para las no ablacionadas
e infiere que los efectos inhibitorios de la
GIH en la sintesis de la Vg son dominantes
sobre los efectos estimulatorios de los es-
teroides. Sin embargo, Li et al. (2015), me-
diante la administracién de los estrogenos
17B-estradiol y 4-nonilfenol de forma inde-
pendiente, observaron una regulacién ne-
gativa y dosis dependiente de la expresion
de la GIH, ademas de una regulacién posi-
tiva de la vitelogénesis en hepatopancreas.
Un ensayo posterior, utilizando la especie
P. monodon, mostr6é que cuando las hem-
bras son ablacionadas ocurre un incremen-
to en los niveles de estradiol y progesterona
en la hemolinfa, ovarios y hepatopancreas
(Merlin et al., 2016).

Otro reporte en el cual se utilizé inmu-
nolocalizacion del receptor de estrogeno in-
dicé que los estrogenos juegan un papel en
la regulacion de los oocitos en sus prime-
ras etapas en el camaron Neomysis japo-
nica, mostrando un estrecho vinculo entre
oogénesis, proliferacion de las células foli-
culares, metabolismo celular del hepato-
pancreas y regulacion endocrina (Yang et
al., 2012).

Se ha planteado la posibilidad de que
los esteroides puedan ejercer su efecto en
la vitelogenésis mediante la estimulacién
de otras vias de senalizacién como la de los
ecdisteroides. Se demostré que en el can-
grejo O. senex senex la administracién de
progesterona y 178-estradiol da lugar a un
incremento significativo en los niveles del
ARNm de los receptores de ecdisteroides
y retinoides en ovarios y hepatopancreas,
lo cual contribuye al incremento de la sin-
tesis de Vg en estos (Swetha et al., 2016).
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Hasta el momento no se ha confirmado si
los ecdisteroides y los esteroides ejercen un
efecto combinado en la estimulacion de la
vitelogénesis en crustaceos, pero los per-
files de expresion de sus receptores asi lo
sugieren.

OTROS PEPTIDOS DE LA FAMILIA CHH
Desde los primeros trabajos de funcién gé-
nica que involucran los diferentes pépti-
dos de la familia CHH result6 interesante
la gran similitud y a la vez multiplicidad
de funciones inherentes a los mismos.
Estudios de este tipo permitieron observar
que hormonas como la CHH y la MIH, ade-
mas de sus conocidas funciones en el meta-
bolismo de la glucosa y la inhibicién de la
muda, respectivamente, muestran un efec-
to positivo en la induccién de la sintesis de
Vg en diferentes decapodos como langos-
tas, camarones peneidos y cangrejos (De
Kleyn et al., 1995; Gu et al., 2002; Zmora
et al., 2009 a, b). Se ha reportado la ocu-
rrencia de varias isoformas de la hormo-
na CHH en la mayoria de los decapodos;
y de la MIH en varias especies de penei-
dos, como son: L. vannamei, P. monodon y
Fennropenaeus chinensis (Krungkasem et
al., 2002; Wang y Xiang, 2003; Yodmuang
et al., 2004, Chen et al., 2007).

Tsutsui et al. (2007) purificaron me-
diante HPLC en fase reversa y posterior
secuenciacion siete isoformas (Liv-SGP-A —
GG) de la hormona CHH a partir de la SG
de L. vannamei. De ellas, seis mostraron
actividad inhibitoria de la vitelogénesis con
diferentes intensidades (Liv-SGP- C,F,G >
A,B > E) en cultivo de ovarios de M. japo-
nicus. De forma similar, se determiné la
actividad inhibitoria de la vitelogénesis de
4 péptidos CHH provenientes de <J. lalan-
dit, utilizando cultivo in vitro de ovarios de
P. semisulcatus (Marco et al., 2002). Para
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ambos casos los péptidos que poseian su
C-terminal amidado mostraron las res-
puestas mas intensas.

Por otro lado, en varias especies se ha
demostrado la actividad estimuladora de
la vitelogénesis de algunas isoformas de la
MIH. Un analisis de los patrones de expre-
sion de la MIH isoforma IT (Mee — MIHB)
en el camaron M. ensis, mostré6 que esta
hormona disminuye durante la fase de vi-
telogénesis primaria para luego ir aumen-
tando su concentracion paralelamente con
la maduracion de los ovarios (Gu et al.,
2002). Posteriormente, se reporté que la
administraciéon de Mee — MIHB a camaro-
nes de esta misma especie, dio lugar a un
incremento en la expresién de la Vg, tan-
to in vitro como in vivo. Por otro lado, el
tratamiento con un ARNdc Mee-MIHB dio
lugar a una reduccién en los niveles de ex-
presion de la Vg (Tiu y Chan, 2007).

Luo et al. (2015) demostrd, tanto in vi-
tro como in vivo, que la MIH II es un fuer-
te estimulador de la maduracién ovarica
en el camaron L. vannamei. Su adminis-
tracion, tanto en cultivo de células de he-
patopancreas como a hembras inmaduras
de L. vannamei, dio lugar a un incremento
muy significativo en los niveles de trans-
criptos de vitelogenina en este 6rgano; y
consecuentemente se observaron diferen-
clas muy significativas en el peso de las
gonadas de estos animales con respecto al
grupo no tratado; no asi para el caso de la
MIH I. Sin embargo, las causas de las dife-
rencias entre las actividades biolégicas ob-
servadas entre los dos péptidos MIH atn
no han sido dilucidadas (Luo et al. 2015).

USO DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS A
LA GIH

El empleo de anticuerpos policlonales y
monoclonales para la neutralizacién de
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la hormona GIH circulante en hemolinfa
es otro escenario muy novedoso en el
cual se estan realizando prometedores
avances. Hasta el momento solamente se
han realizado pocos estudios de este tipo
en la especie P. monodon, sin embargo
esta parece ser una via para alcanzar
una soluciéon practica a los problemas
de maduraciéon que actualmente afectan
los centros de desove. La administracién
de un anticuerpo monoclonal anti GIH
a camarones de la especie P. monodon
fue capaz de generar indices de desoves
comparables con los obtenidos para
el control ablacionado, lo cual sugiere
una efectiva neutralizacion de la
hormona circulante en hemolinfa asi
como la almacenada en la glandula
sinusal (Treerattrakool et al., 2014).
M4as recientemente, el suministro de
un anticuerpo policlonal anti GIH en
animales de esta misma especie, genero
un significativo aumento en los niveles
de expresion de la vitelogenina asi como
una reduccién significativa en los ARNm
GIH en hemolinfa. Resulta interesante
que en este caso, de las tres diluciones del
AcPaGIH utilizadas en el ensayo (1:100,
1:300 y 1:500), la mayor efectividad se
obtuvo con la dilucién 1:500 (Vrinda et
al., 2017).

CONSIDERACIONES GENERALES

A lo largo de los ultimos anos no son
pocos los esfuerzos que se han realizado
para el entendimiento y el desarrollo
de tecnologias que permitan optimizar
la reproduccion de crustaceos. Hasta
el momento, se han identificado
aproximadamente 80 péptidos de la
superfamilia CHH en las diferentes
especies de crustaceos, no obstante, se
requieren mas estudios que analicen a

REVISTA DE INVESTIGACIONES MARINAS

RNPS: 2096 * ISSN: 1991-6086 VOL. 38 * No. 2 * JULIO-DICIEMBRE * 2018 * pp. 1-27



ENDOCRINOLOGIA DE LA REPRODUCCION EN CRUSTACEQS DECAPODOS 17

profundidad las actividades biolégicas de
los mismos y brinden una comprensiéon
mas completa de su significado bioldgico.
Ejemplo de ello se muestra en la
actividad pleitropica desplegada por las
diferentes isoformas de la CHH, ¢ la
reciente relacién establecida entre los
niveles de MIH II y la estimulacién de la
maduracion ovarica. En el analisis de las
actividades biologicas en las diferentes
especies de decapodos, tanto de los
péptidos de la familia CHH como de otras
hormonas estimuladoras de las géonadas,
se pueden observar resultados a veces
inconsistentes o incluso contradictorios,
por lo que debemos tener en cuenta
que las diferentes vertientes evolutivas
inherentes a la ecologia de estas especies
modifican su genética y fisiologia, por
lo que un analisis global de las mismas
resulta insostenible. Hasta el momento
no se ha definido una especie “modelo”
de crustaceo que haya sido estudiada a
profundidad. Los estudios de receptores
y ligandos asociados a estas moléculas
parecen ser una via que permitira obtener
respuestas mas concluyentes al respecto.
Hasta el momento los estudios parecen
indicar que existen dos vias principales de
regulacién endocrina de la reproduccion:
una inhibitoria a través de los péptidos
de la familia CHH, fundamentalmente
dada por la actividad de la GIH; y una
estimuladoraqueinvolucravariosfactores
hormonales como las aminas biogénicas,
el MF, los ecdisteroides y los esteroides
sexuales analogos en vertebrados
como el estrogeno y la progesterona.
Sin embargo, la via inhibitoria parece
ser dominante sobre la estimuladora
teniendo en cuenta que la mayoria de los
estudios mostraron que la estimulaciéon
solo se hacia significativamente superior
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cuando estaba acompanada de la ablacion
unilateral.

La ablacién unilateral es actualmente
el Unico método establecido para la
regulaciéon endocrina de la reproduccion.
Su aplicacién afecta el rendimiento de
varios parametros reproductivos ademas
de disminuir la vida atil de las hembras
reproductoras. Los recientes trabajos
sobre neutralizaciéon de la GIH utilizando
un anticuerpo especifico muestran una via
factible paralainduccién dela maduracién
sin necesidad de realizar este método. En
este sentido se debe profundizar mas en
los mecanismos de accién involucrados,
como la identificacion del receptor
correspondiente a esta hormona y el
mecanismo de accion por el cual ejerce su
inhibicién. De forma general, se necesitan
mayores esfuerzos para trasladar el
conocimiento adquirido a una solucion
productiva que satisfaga las necesidades
de la industria camaronera.
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