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:I INTRODUCCION

En la aspecie utilizada, el mejilién, se
da un amplio ciclo bioldgico sn el que, debido a las
funoiones de reproduccifin, se consumen grandes cantida-~
des de eneargia; esta energia viena, en su mayor parte,
suministrads por el gluctgeno gque ha ido siendo acumula-
do en grandes cantidades por el anjmal a lo large de la
primazra fase de su ciclo biolégico; estos nivelas de
gluctgeno pusden llegar a ser mye salevados segln el mo-
mento dml ciclo biolSgico de que se trate { FRAGA,19%6 ),
obteniéndose un méximo del 28% de glucbquho referido a
peso seco y un minimo de 1,7%. Otros autores ( GERRITSEN,
VAY PXLY, 1943 ) citan reasultados qua son nis o menos con-

cordantes con los rannﬁnﬂ@u.

La presencia de esta enerme cantidad de
| material glucidico que se moviliza de modo qunnral'j rﬁ—
lativamente répido implica por parte del mejillSn la pre-
sencia de unos sistemas de sintesis y degradacitn del glu-
cSgeno muy aliamente eficaces y capaces de ser fuertemante
regulados da un modo estacional para su sintesis o degra-
dncidn; con el fin de utilitir la energia que contienen

en la gametogénesis.
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Hasta el momento nc hablan sido estudia-
dos los mecanismos degradativos vy bhiosintéticos del glu-
clgenc en el mejilldn, determinfindose sen cambio ampliamen-
te los nivelas, caracteristicas fisicas y quimicas de &s-
te, asl como la prasancia de otros azxficares, solubles,
an st aompomici®n ( FRAGA, LOPRZ-CAPONT, 1958 ). Las ca-
xacteristicas fisicas y estructura de los diverscos glucd-
genos obtenides de wmeijillén hahlan aido tambifn estudta-
dos ( MANNERS, 1957 ).

El alajamiento filoganftico entre los mo-
luscos y los vertebrados hace qua sea diffcil de explicar,
en términos y conceptos obtenidos de estos filtimos, la
gran varisbilidad en contenido de gluclgaenoc de los prima-
ros, lo gue hace mis arduo éllprohluma del altudib gena-
ral da los mecanismos de n!ntﬁlil y degradacién del glu~

clgeno, principal material de reserva de astos animalas.

El glucSgeno,sms un polisacirido de ori-
gen animal bastante constante por lo gque respecta a su
slevado peso moleoular, polidisparso, y & sus caracte-
risticas fisicas generales. Estd constituido por a-D-
glucosa unida preferentemente por enlaces 1l+4 y con una
proporcifn variable de enlaces 1+ gue determinan diver-
sos gradoa de ramificacifn de la cadena ( FRENCH, 1964 ).

El glucSgenc puro contiene muy escasa proporcitin de ceni-
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zas y de otros materiales impurificantes, pudiendo ser
extratdo ( MANNRERE, 1937 ) por diversos métodos que lo

separan de las proteinas a las que suele ir ligado.

La sintesis del gluclgente se lleva a cabo
por la concurrencia de la actividad de dos enzimas, la
MPG: o-1+4, glucdn ow-4, glucosiltransferasa { B.C.2.4.
1.11 )}, conocida comunmente por glucSgono-sintetasa, y
de un enxzima ramificante {( E.C, 2.4.1.18 ). El primero
se encarga de la sintesis de los enlaces 1+4 y el segun-

do de los enlaces 1i+65.

. La gluBfgeno-sintetasa fu# dascubierta
on 1 higado de rata por LELOYR y CARDINI ( 1957 ) y des-
de antonces su presancia ha z3ido demostrada ean miltiples
tejidos animales, muy especialments de Vn:tnbrndol‘y prin~
cipalmente de mamiferos. Yan sido estudiadas las carscte~
risticas cinsticas de este enzima en bacterias { MADBEN,
1961 ), en 1la levadura ( ALGRANATI, CABYB, 1962 ), en ra-
nas ( ROSRELL-PERRZ, LARNER, 1962 ), en el pex—-sapo ( ROSELL-
PEREZ, LARNER, 1962 ), en langoatas ( TRAUT, 1963 ), en
laxvas de abaja ( VARDARIS, 1967 ), en Blastooladiella
emersonts { PLEAMANN-CAMARGO, MEUSER, SOXKNEBORN, 194% ),
etc., aunque los trabajos dedicados a la biosintesis del

glucgano en Invertejprados son muy esCasos.
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El enxima mse encuentra Intimamente unido
al gluc8genc, de tal modo que el conjunto da ambos es se-
parable por centrifugacifin diferencial ( LELOIR, GOLDEM-
BERG, 1960 ). Esta situacifn del glucGgeno en la cédula
junto con la glucBgeno-sintetasa ha sido puesta de mani-
fiesto repetidamente por medios histoquimicom ( TAEEUCHI,
GLXNNER, 1960 ), confirmfndose los datos de la ultracen-
trifugacilin vy pudiéndone demostrar su actividad y la in-

terconversitn de las formas del enzima ( SMYTH, 1970 ).

- 1A prmsancia del enzima en sl gejido “‘1
mascular fué sefinlada de un modo casi completo por LELOIR
& al. { 1958 ) y por VILLAR-PALASY y LARNER { 1958 ), in-
dicando ¢que la incorporaci®n de la glucosa al glucbgeno
requerfa del UDPG ccmo s&strata, y cuya acciln sintet{¥a-
dora venia incrementadas y estimulada por la presencia de
glugosa-6-P ( TRAUT, LYPHANN, 1963; LELOXR, 1984 ), acti-
vacifn que se¢ hace mayor &2 pH mfs alto. Ia activacifn se
debe especificamente 2 la posicifin del gmwponfosfato en
el carbono 6 de la glucosa ( ROSELL-PERREZ, LARNER, 1964b;
STEYNER, TOUNGER, LIRC, 1965 ), resultando importante la
ubiwacisn de los grupos -OH del az@car para la aatividad

4al enzima.

La regulacifin de la actividad del enxima

se realiza al parecer de dos formas concomitantes, segtn



012

el primer sistema de regulacifin, la actividad sintetfiica
del antima vendria activada por la presencia de niveles
variables da glucosa-6-P, originada por el metabolismo
de la glucosa y cuyos niveles dependen de las necesida~

‘des de sanergia a través de la glucolisis.

La otra po@ibilidad de ragulacifn de la
‘actividad del sistema 3¢ basa en la existencia del enzima
en dos formas interconvertibles ( ROSELL-PEREZ, VILLAR-
‘PALASI, LARNER, 1962;'ROBELL;PIIIZ, LARNER, 1964a ) deno-
minadas D @ I ( actividad Dependiente de la presencia de
glucosa-6-P y actividad Indepandientes de dicha presencia ),
 entidades mensurables simplemente afiadiendo a las mezclas
de ensayc niveles adecuados de glucosa-6-F y midiendo la
actividad de los problemas en pressncia y en ausencia de
dicho activador. Se supone gue ol sistema glucbgeno-singe-
tasa constituye un consjunto enzimftico activado por la
glucosa-6-P ( ALGRAWATI, CABIR, 1962; TRAUT, LIPHMANK, 19463 )
Yy en el que ambas formas cunui;dn- dal enzims se intexrcon-
vierten en un proceso andlogo al que se da en la fosfori-
lasa del glucbgeno y en el que asti impliocada la fosfori-
lacibn o defosforilacifn del enzima por otros enzimas re-
guladores especificos. Pueden existir formas mis O mencs
fosforiladas de mintetasa con distinta actividad, como
las formas inactivas desoritas por ROSELL-PEREZ ( 19707)°

y ROSELL-PERRZ ( 1971 ).
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Posterioxrmente se demostrd que dicha ac-
tivaci8n por la glcuosa-6-P era de carfcter alostérico.
21 estudio oddmbtico del sistama alostérico glucbgeno-
sintetasa/glucosa-6-P ha sido llevado a ¢abo por ROTHMAM
yOOARYE ( 1967a y b ). Tambifn ha sifio puesta de manifies-
to por GOLD ( 1970 } la posibilidad de regulacibn del sis-
tema por la dfiversa concentracidn y presencia de metabolim

tos celulares ch el mflaculo de rata,

' La glucBgeno-pintetasa fosfatasa, enzima
activable por la insulina, serfa 21 responsable del paso
de la forma ¥ a la D por desfosfatacibn, mientras que la
gluclgeno-sintetasa quinasa, activada por el Scido adeni-
lico cfclico ( 3',8'-mMP }, 1a sintesis del cual viene
activada por la adrenalina, ge encargaria del paso con-
trario ( ROBELL-PEREZ, LARNER, 1964 ), es decir, el paso
de )a forma D 2 ia I con @onsumec de ATP y fosforilacién

{ PIRAS, ROTHMAN, CABIB, 1968 ).

Anbos sistemas serfan activos en el oxga-—
aismo actuando segldn los niveles de glucosa-6-P, y la ac-
tuacifn sint8tica total vendrla aumentada o disminuida
por la actuacifn diferencial de los enzimas qua intercon-
vierten ambas formas. Para pader-anpliaax algunos puntos
oscuros se ha postulado la existencia de una tercera for-

ma , 1a glucBgenc-sintetasa X, gue seria una forma super-
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fosforilada de la forma D ( ROSELL-PERRZ, 1970; ROSELL-
PERRZ, 1971 )y que seria inactiva, aungue aonvertible en

forma D sagdn las necesidades metab8licas del momento.

Ultimamente se emplexa a poner en duda
la existencia da la forma I en alffunas fuentes en que es
patente ( en otras no se encuentran niveles apreddables )
ya que podria tratarse de formea D enmascarada por leos om-
nipresentes niveles mfs o menos altos de glucosa-6-F ori-
ginada en el metabolismo { AGUILAR, 1972 ). Para la acti-
vidad de la glucSgeno-sintetasa se¢ ha sefialado tnﬁhian que
resulta esencial la presencia de niveles relativamente
bajos de Mg++, que también parece tener un afecto regula-
dor en la interconverwibn de ambas formas ( ALBEEY, ROBELL-

PEREE, 1§70 ).

En cuanto a requarimientos antruntﬁrflca
para e} aceptor de unidadms giucosfdicas, el sistema glu-
clgeno-sintetasa necesixa de la preexistencia de glucbge-
no atin de relativamente pequefic tamafio para poder llevar
a cabo gu actividad { LELOIR, GOLDEMBERG, 1961 ). Con o-
tros qlucopalilanaridn_ 1a actividad es muy inferior. El
tapafio de la particula de gluctgmno tawbién influye, al
parecer, en la mayor o menox afinidad del ensima por el

Lvjr) e
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GRAFICO 1.1

Esquema simplificado da 1la biosin-
tesis del glucfgenc per la glucﬂ;lno-linlctlll .
partir del UDFG, y dl la dn;rndlciﬂn del mismo por
afacto da 1; glunS:nno-!oltorillln.

- K1 paso de la forma 1nd¢p¢nd1-ut¢

de 1- ;lnnllcno-lintntn-n a 1a forma depandiente
o8 catalizado pox 1a ;lnntllnuwnlntitlnl foafata-
sa (1 ) eon pitli#n de fosfato; al elnino favar-
so, da fosforilaciln es catalisado por 1la gluclge-
so-sintetasa gquinasa ( 2 ). la poniﬁln forma X de
1a gluclgano-sintetasa probablamente ae sirve dal
nismo tipo de rerecionas para su producciln o in-
tercaamhio. '

La interconversiln de las formas a
y b de 1s glucSgeno~fosforilasas sigue una pauta
tiuillr,‘uliiinnnla una fosforilasa fosfatasa pa-
ra el paso de a a b ( 3 ) y una fosforilasa qui-
nass ( 4 I pars el paso de b a a,
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Los enlacas 1+6 prclnntnl'an nl‘glucbgﬁno
son sintetizados por un enzima especial denominado enzima
Q © ensima ramificante ( ¥.C. 2.4.1.18 ), amilo 1+4, 146
transglucosidasa o mis comunmente conocido como enzima
:Amitinlntt, descub&erto por COR1I y CORI en 1943 y que ac-
tia scbre el glucSgeno separando fragmentos de cadena
‘oon enlaces 14 y volviSndolos a disponer sobre el resto
del polisacfrido en enlace 1+£. La accibn del enzima rdF
mificante es concordante con 1a de la gluwofigeno-aintetasa

.pa:a‘la sintesis conjunta del glunﬁgilo.'

La degradacifin del glucSgenc puede lle-
varse a cabo metebSlicamente de dos modos déferentes: por
via hidrolfitica, eas dncir,‘pur accifn de las amilasas, ©
por via fosforolftica, por afecto de la glucSgenc-fosfori-
lasa., En el primer caso ancontramos las s—amilasas ( E-C-‘“
3,2,1.1 ), amilasas muy ampliaments repartidas por los te-
jidos v liguidos animales, aspecialmente en los de funcidn
digestiva o relacionada con la digestifn; estas a-amilasas
han sido muy estudiadas, nanoaiindo-u las cnracturiutiqan
fisicas y quimicas de muchas de allnl,‘h&hltndoua crista-
1isado --incluso industrialmsnte-- la de distintas prdca-

dencias: saliva, plncrnl. bacterianas, eto.

Las a-amilasas contienen fuertemente lihn*

do un ftomo de calcio por molécula, calcio que resulta
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imprescindible para ln‘actﬁncian del enzima y que evita
su destruccifin., Su actividad ha sidc muy estudiada
WHELAN, 1960 ), degradandc el gluclgeno completamente a
maltooligosaciridos, especialmente maltosa y maltotriosa;
| este fltimo azdcar va siendo atacado paulatimamente en el
‘tiempo por el enzimA que lo desdobla en maltosa y glucosa,

‘ain cuando esta fase de la reaccibn es bastante lenta.

Isags diversas o—amilasas se diferenciam
por sus curvas de actiﬁidnd'frente al tiémpn de incuba-
cifn, segfin ege estudie iz activided como aparicidn de po-
der reductor o como desaparicifn del color del complejo
amilosa-yodo, diferanciindose en esto ce las P*amilnnaul
Tambi#n se caracterizan por sus condiciones Sptimas de‘
‘actividad { TUNG KUNG, HANRAFAE, CALDWELL, 1953‘).'La
axpecificidad d&z las a-amilasas por las cadenas de o-D-
glucosa en enlace 1+4 no es total y pucden ser atacadas

cadenas de materiales estructuralmente muy lunajnntn;.

£n lom tejidos animales Se encuentra tam-
rién otro tipe de amilasa, la y-amilasa o glucamilasa |
( E.C. 2.3.1.3 ) ( ROSENYELD, POPOVA, SHUBINA, 1961 ), |
que actfia sobre el glucﬁgano dando dextrina limite ‘(
¥-dextrina ) y nunwglucoaa.‘La significacin biollgica de
'~ estea tipo de amiiaaas egs todavia algo oscura. Tiene ac-

cibn sobre la maltosa y ha sido encontrada en diversos
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tejidon de mamiferos, teniendo, al plrucﬁr, relacibn con

la masiva liberacifn de glucosa en determinadas ocasiones.

Ia glucdSgeno~foaforilasa ( B.C. 2.4.1.1 ),
sncontrada primeramente en vegetales,degrada r&pidamente
las cadenas axteriores del gluofgeno en prasencia de ni-
vales suficientes de ortofoafato inorgénico, de tal modo
‘que #ste se incorpora a las unidades glucosidicas que se
gseparan y que quadan en forma de a-D-glucesa-l-fosfato
{ MAMNERS, 1362 ). Bl arseniato tambifn puede ser utili-

" gadopor la fosforilasza en gustitucifn del fosfato, daddo
asi lugar a una arsanolisis, aungue &s3t3 no es completa
‘en el mismo grado gue la foaforclisis, libsrindose a-D-
glucosil-arseniato ( XATZ, HASSID, DOUDOROFPY, 1948 ).

La fosforilasa ¢sts ampliamente distribuida pmr el reino
animal, habifndose cristalizade la de diversos origemes.
Han sido estudiadas fundamentalmente las de mamiferos y
aves, aunque hay también refesencias sobre ranas { ﬁitdtl,
GLASER, NELMREICH, 1968 ) y en algunos :lnvart.hrn#oi comp

en la langosta ( COWGILL, 1959 ).

La foaforilasa de miisculo se ancuentra uh
dos formas, denominadas a y b la forma a es liluprnfnaﬁi—
va y la b lo es tan sflo en presencia del AMP qun:cbmuti-
tuye el antivador alosthrico del sistema ( HELMREICH, .
CORI, 1964 ). La intercomversifn de ambaas formas hlllido
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ampliamente estudiada, comprobindose que en el tejido
muscular, la trasnformacifn de una forma en la otra impli-
ca cambios notables en cuanto al tamafio de la molécula
del snzinma, lo gque esti de acuerdo con las teorias acerca
de las caracterfSticas de los sistemas alostéricos (

MONOD, CHANGRUX, JACOB, 1963; MONOD, WYMAN, CHANGEUX,

1963 ).

La similitud del sistema gluc&ynnd-lintu-
tasa con &l sistema gluctgeno-fosforilasa es muy notable
en cuanto a las caracteristicas generales y tipo de compor-
tamiento del enzima, asi cﬁnn en la estructura de su ac-
tividad y en la de la interconversifn de sus formes
EREDS, GONEALEZ, PFOSKER, LOVE, BRATVOLD, l!lclll; 1?64 ).
El paso de la forma a a la b lleva implicita la desfos-
fatacifn del enzima, lo que en al caso del misculo lleva
aparejado el cambio de la estructura de la unidad enzimk-
tica, pasando de tetrfmero a Adimero ( FISCHER, APPLEMAN,
EERBE, 1984 ) este cambio se lleva a cabo gracias a la
accitn de la fosforilasa a fosfatasa ( ORAVES, r:scnui.
KRKBS, 1960 ). El cambio invarso, de la forma b a la a
se lleva a cabo por fosforilaocifin con ATP en presencia
de Mg++ { XRERS, GRAVES, FISCHER, 1959 ) y viene aunmh-—
da por la accoifn Ae la‘ldrnnllina. al glucagbn v el Scido
adenilico clcelico ( SHWNERLAWD, RALL, 1938; OZAEARI,

HATAZAWVA, HAYAISHI, 1968 ) al parecer a través de un sis-
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teama’ fosforilasa b quinasa cuya actividad es, a su vez,
regulable por el estado de mayor o menor fosfatacifbn del

anzima.

La degradacifn del gluclgeno por afacto
de la fosforilasa da lugar a un 20-44% de u-D-gldcola-l—
fosfato y a un resto de dextrina limite ( ¢-dextrina )
( LARMER, TLLIMGWORTH, CORI, CORI, 1932 ), mostrando el
sistema uns marcada preferencia por los glucbHbganos de

alto peso molecular ( LARNER, RAY, CRANDALL, 1936 ).

Purn.lﬁ d-ﬁrndnciﬁn\aomplnta del Qiud6~
geno por la via fosforolitica se hace necesarfa la presen-
cia de otro enzima hidrolitico capaz de atacar la ¢~dex-
txiﬁn; este enxima as el 1lamado enzima desramificants
o amilo 1+6 glucosidasa ( E.C. 3.2.1.10 ), que libera
glucosa al partir los enlaces 1+6, dejande el campo libre
para la total accifn de la !bnforilaln, degradindq-p aq!
completamente al glucBgeno ( ABDULLAH, TAYLOR, wniLAi, :
1964 }. El mecanismo de acoién de esta amilo 1+6 q1uénni—
dasa ha sido estudiado y cin:ifiandl.-u lctividnd-(‘ﬂxlﬁ.

VERHUE, MATHIRU, 1964 ).
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2 BRATERIALES

2.1 CONDICIONES DE LOS ANIMALES UTILIZADOS

El trabajo ha sido llevado & cabo en su
totalidad sobre muestras comsrcializadas de mejillones,
pertenecientes a la aspecie Mytilus edulls L., condideran-
do dicha especie en su sentido més lato, puesto que la
heterogeneidad §enotipica debida a diferante fuente de
origen y pertenencia a diversas raxas o subespecies de
1a muestra no nos permitfa gircunseribir con exactitud

el estudfo a alguna cepa uniforme y seleccionada de dicha

espacie.

La variabilidad de las muestras fuk com-
probada estudiando la correlacifn entre diversos pjlﬁm.v
tros biométricos tales como la longitud mixima do%ln con~
cha, la anchura mixims, sl grosor y ¢l paso escurrido del
animal completo -~-sin el agua intervalvar--. Dal estudioc
de estos datos no se obtuvieron datos aceptablas de uni-
formidad de las poblacionas, encontrindose una conlidﬁrn—
ble amplitud de variacibn entre los diversos Indices ar-
bitrarios calculados entre los diversos parfimetros., Dado
que el trabajo pretendfa ser de indole genaeral, del entu-
dio cualitativo de los liltiﬂll.ﬂnlinitIGOI de la especile,

se utilizaron en todo caso muestras grandes y heterogéneas
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con il £in de incluir una mayor variabilidad y que los
datos obtenidos para el conjunto fuaran mAs generales e
1nd-pnnd¢ﬁntcl de las caracteristicas espaciales de‘nn—
tacionalidad o del grado de dasarrollo fisiollgico de
los diversos componentas de la ruestra utilizada. De es-
te modo, los resultados deben resultar estadisticamente

mis significativos.

Al tratarse de animales comercializados,
dastinados al consumo humano, las condiciones genarales
en vuanto a estadio fisiol8gico de los animales resultab
ban relativamente uniformes cen respecto al grosor del

manto y ai tamafio de los animales.

El inconveniente principal que prniuntﬁn
ban los animales utilizados era el gue habfan tenido que
soportar el relativamente largo viaje desde los centros
de produccifn a los de aqmnﬁnp, a lo que se afiade el tiem-
po viariable de.ulnaccnnj-.-burnnt- todo este timmpo el a-
nimal mantisne la concha cerrada conservando dentyo el
agua intervalvar, sufriendo un perfodo de anoxia superior
al que soporta en condiciones naturales durante la ﬁnrea
bada, y que tal vex puede haber afectado de algfin modo a
los niveles de snzimas estudiades, aunque supusimos de
un modo aprioristico que eate eftcto‘nnrla s6lo de tipo

cuantitativo y no cualitatativo. De todos modos supusimos
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quu.antl'prolongnda anoxia no afectaba excesivamente al
animal dado que sn..podia‘canprabar una acusada vivacidad
en la mavorfia de individuos, individuos que fueron los
tnicos utilixados.

Otro problema, tal vez mis i{mportante,
ara al de gque estos animales tenian que soportar un prod
longado perfodo de hambre, pefiocdo que se iniciaba al
ser extraidos del viverc y transportarlos a la estacifn
depuradora, en la que, #i bien pueden respirar, son some-
t{dos durante un tismpo mis o nenos largo a agua filtrada
y desinfectada, por lo gque pasan este tiempo --si abren
‘las valvan;-que no siempre se da esta circunstancia--
£11trand6\agun que carece de materiales en suspensibn,
por 1lo. que en este pariodo se estima que e vnnin-;lgﬁh-
bo digestivo, de tal modo gue en los lubliquientpilviljnn
‘de los animales hasta los cesfros de consumo ¥ durante ‘
el Almacenaje &stos deben ir viviendo de las reservas al-
nacenadas, especialments en lo que respecta al hcpigop!n—
creas, en el qua hemos podidp encontrar niveles extraor-
dinsriaments variables de glfcidos solubles y de gluclge-
no segfn la vivacidad de los aninnlc; ~—gue BUPpOnenOS CO-
rrelacionada con el tiempo transcurridoc entre la captura
y el anflisis . %n los restantes O0rganos estudiados no
se han encontrado datos demasiado significativos al com-

probar astos aspecto.
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Por ditiuultndnl obvias no pudo deter-
minarse la localidad de orignh‘da los mejillones utilfiza-
dos, afin cuando nos consta que aproximadamente el 95¢ de
los meiillones que se encuesntran en los comerciom de Bar-
celona proviens de las costas gallegas, siendo el 5% res-
tante de la costa catalana. Asi es pues una muestra hete-
rogénea en cuanto a localisacién geogrifisa de origen,
esta diversidad es buscada comercialments para lograr una

mayor uniformidad de producto.

2.2 CRITERIOS DE SELECCION

Como criterios generales de exclusidn
de animales defectuosos ¢ no suficientemente vivaces se
siguieron los que se citan a continuacibn:

a) exclusifn de todo animal gue nos llegara con
la concha rota, partida o rajada,

b) exclusifn de todo animal que nos llegara con
las valvas de la concha abiertas o entreabdertas,

e) exclusifn de los animales que no conservaran
una cantidad sufiociente de agua intervalvar, comprobable
al abrir el animal, ya que dicha agua la consideramos im-
portante parasasegurar al normal funcionamfento de las
branguias; supusimos que los animales con las valvas a-
biertas o sin agua intervalvar eran mejillomes que no ha-

bian podido resistir las condiciones de anoxia y se hahian
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visto obligados a abrir las valvas, perdiendo con ello
parte del agua y agravindose con ello su situacidn,

d) se axcluferon tambi#n todos agquellos animales
que, al insertarles el cuchillo entre las valvas con
sl propSsito de abrirlos cortfndoles el mfiscule abductor
principal y dejando que se abrieran por la slasticidad
de la charnela, no intentaban carrar mis fuertemente las
vakvas aprisionando el cuchfillo y haciendo mis diffeil
moverlo y cortar el mfsculo. los animales qua no cumplian
con este requisito suponfamos que habian perdide gran
parta de la sensikhilidad y ( o } de la capacidad de reac-
cifn frente a tal estimulo, no encontrindose, por tanto,
lo suficientemente activos y en buen estado como para tra-

bajar con sllos.

Adenis de observar estos oriterios, los mejillones
eran conssrvados en la nevers, generalmenta bajo agua de
mar artificial, a unos 4°C. la mayor parte de los anima-
les asi prsparados sa recuperaban hasta cierto punto del
estado de anoxia anterior y entreabrian la concha lo su-
ficiente para poder respirar. En el momento de ser utili-
zados se comprolaba su vivngidld golpeando la concha o
pinchando el borde del manto, en ambos Casos )los animales
id8neos cerraban fuertemsnte las valvas de la concha mis
0 menos aprisa segin la temperatura a que estuvieran los

animalex. Los ¢ue no se cerraban eran desschados.
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Como t#iltima prideba de la vivacidad de
los animales selecdionados se llevaba a cabo la compro-
bacifn del retraimiento del pit reflejo que se producia
al pinchar el pif, generalmente elongado, con una aguja
o con e} escalpelo sn los animales racifn abiertos. lLos
que no pressntaban esta caracteristica aran también dese-
chados. Los animales elegidos eran antonces examinados
detenidanante buscando otras posibles alteraciones, se-
parindose todos los que presentaban malformacionas de
la concha u otras alteraciones anatfémicas cbservables a

simple vista.

Sa encontrd una elevada incidencia del
copipodo parfsito Mytiliasola intestinalis, cuya amplia
presancia en el mej1llln comexrcial habia sido ya sefiala-
da ( ANDREU, 1960 ), y que nos obligl a desestimar mu-~
chos ajemplares gque, por lo demis, sstaban en busnas con-

diatlones.

-Podo al trabajo de daterminacifn de ni-
velas de anzimas y gluoSgenc, asl como les de determina-
0i6n. de las caracterfsticas de 10s snzimas se llevaron
a cabo sobre animales cuya vivaoidad habfa sido puesta
sobradamante de mnnifiiltq;cnn.lol‘dtit-riol sefialados.
En conjuntn; el porcentaje de animales utflizables, se-
gtin los lotes, oscilaba antre el 0 y el 808, encontrindo-
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sa corrientemante alrededor de un 20-40% de anlnnlnu‘an

copdiciones adecuadas para utilisarles en el sstudio.

2.3 CARACTERISTICAS DEL MEJILLON

Fl mejillsn es un molusco filibranquio’.
' que fe alimenta de diversas partfculas alimenticias :Qsﬂ
pendidas en el agua de mar, espscialmente de titop;inc-
ton y de restos orginices diverseos; tiene caractnéi-ti—
cas fuertemente filtradoras y es ackfalo. Tiene liredc-
dor de la boca cuatro palpos bucales o lablales pemvis-
tos de cilfos con los que atrae hacda la boca las peque-
fias particulas alimenticias de que se alimenta, y‘gun son
' captadas por los cilios de las branquias y el ﬂﬂdﬂilqlo-
merante da que Sstas estin recublertas. El nnt-ritiigip—
tado es empujadc bacia los palpos por los cilios y,ion
canales ciliados de que estén provistas las hrnnqﬁin:.

El estfmago esti circundado por una gran gléndula diges-
tiva, denominada comunmente hepatopincreas; al estfmago
va a parar un ciego gque contiene una formacidn secretada
por sl mismo, de cardcter digestivo, frigil y transpa-
rente denominada estilo ( o varilla ) aristalino, cons-
titutdo por diversos enxzimas digestivos, mucoproteinas

y una elevada proporcifSn de agua; asta varilla oristali-
na se desgasta sobre unas placas cSrneas que contiene

al astbmago, maszclindose con el alimento y ayudando a
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GRAFICO 2.1

ANATOMIA DEL MEJILLON (Mytilus edulis L.)
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su digestiln. Debe tenerse en cuenta, sin embarge, que

la digestilin en el mejilldn es predoninuntnmintn‘intrn—
celular, llevando el hepatopincreas el peso de la misma

( CRASSE, POXSBON, TUIET, 1970 ). El hﬁﬂ“plncx‘“l I;ltl
siturdo finmedfiataments detris de la boca y es de color
verdoso-oscuro ¢ pardo-amarillento, desprandiendo un olor

caracteristico. ( VBase el gréfice 2.1 ).

Por su notablie volumen destaca la gfnada,
que ocupa la mayor parte de la masa viscara), llenando
completamente la joroba de Polichinela y ramificindose
hasta ocupar todo el manto en #Spocas de actividad sexual
( LOUBXY, 1959 ). El manto es el encargado de sagregar
la concha y recubre totalmente al animal, ocupando la
mayor parte de la cara interna de la concha ( VILLENEUVE,
DXBIRE, 1965 ) siendo en conjunto el 6zgano gque alcanza
un mayox peso en el animal, Pl borde del manto as nis
oscuro, estf sSlidamente fijado a la concha ( a) contra-
rio de lo que oourre con al resto del manto ) y presen-
ta una mayor resistencia fisfca y sensibiljdad al tacto.
Las brangquias son filibranguias y estfn dispuestas en
cuatro lfminas { dos a cada lado ) paralelas al manto y

extendidas dentro de la cavidad paleal.

Lag valvas tienden a mantenerse abjertas

por efecto de la charnela alfiatica, y se cierran por la
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accidn de los mﬁiuulol abductores anterior y posterior,
especialmente por la accifn da este Qltimo ( téngase an
cuenta gue ¢) meiillén es un aniscmiario ). El animal
se fija al sustrato por el biso, conjunto dn.tiln;hnto-
seqregados por la gli&ndula del biso, situada en la base
del corto pié, |

Debido a que no hay dit-:cncill-liqﬁiu
ficativas en cuanto al contenido 4e gluofgeno sn qﬁhol
saxos, del animal ( LOUBET, 1959 }, no se tuvo en cuan-~
ta { por regla general ) el carfcter de macho o hembra,
aungue en determinado tipe de dntarminlaioniiilahxn in-
dividuos aislados se determinaba sl sexo por la coloraei
cifn del manto { yojo ladrille e¢laro u nluura-n:ﬂprlnw
ja ¢laro en las hembras y naranja pllido o rojizo a blan-
go cremoso an los machos ) y por sl sxamen nicrolcﬁhtao
y macroscBpico de &ste. 81 aparecian granulaciones Qpr-r
ciablen se inferia gue ¢l animal se encontraba en plkna
fase proocreativa y, si al producir una incisidn en u;l |
rmanto, en el caso de presuntes machos, -d‘nlaapnhn-up@\
requefia cantidad de un liquido espeso y blnnqunuinu,ilcz
suponia que se encontraban a punto da ﬁﬁlttr sus ath;r*
natosoides, lo que confirmaba el diagnbstico nntlrin;

que lo suponfa macho.

El axamen wicrosefpico de frotis de
manto resultaba el siste de elecciSn y mAs comphiito pA-
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de manto resultaba un sistema miis completo, p&an pt*-
mitfa identificar loa espermatozcoides ¥y ﬁvulo@, Y Qﬁn
las oogonias y eapermatogonias, aungque en dctﬁ#ﬂipAdnl
fases este frotis resultaba insuficiente. A lﬂlliﬁAﬁV1“ _
duos cuyo sexo a pesar Jde todas estas det-rminnoionﬁg
aon no se podia determinar de un wmodo concluycnﬁﬁ 15#\‘

denciinamos generalmente individucs Inmaduros. '

!
i

LOUBET { 1959 ) sefiala que la proporcifn
de sekos es aproximadanmente 1 1nd1¢ando‘tlxltivéﬁnnte que
no habla comprobado ningfin cambic da saxo. Po#fbgmpru-

I

bacicnes histoquimicas el miamo autor sefiala que el glu-
: b

génada, en

o&g-he‘-ltl prnternntnmnntﬁ almacenado, en 1i

al tejido conjuntivo que la rudqa,‘nngloba Y'dcl i ta

)

no se dan los grandes acﬂnﬁlon de glucbgeno aarnutérii-

ticos del tejido gonadal, - ,i‘

-
Sy

B

El ciclo sexual ( LOUBEY, 1939.) .,géal
dividido an cuatro estados: ‘

estado 0: o de acumulaci6n de reservas, de ina

tividad pexual con un mlximu en 1‘:3 -nivaln. d‘ g,l \

no dal animal completo; coincide con temperaturas hI H.

bien altas y con la mixima presencia de !1top1nnu£en%.
‘agtado 1: aparece en el manto una fina red roti%”f 

cular y se inicia la preparnciﬁn para la fase liqulnntn;

estado 21 ooglnesis ¢ espermatognesis, el qluaﬂ—,
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gano y los 1ipidos almacenados en el estado O son ri-
pidaments utilisados en la fabricacifn de matarial se-
xaal, que va acumulindose en la glnada,

estado 3: las resarvas llegan a un minimo pero
fluctfan, es la fase propiamente raproductiva, se alcan-
za la madurez sexual v se emiten los gametos, empezando,
acto seguido, la restauracifn de la gbnada, pasindose

otra vez al aatado 0.

R El mejillén que se comercializa se se-
lecciona generalmente por el aspecto y condiciones dall
manto { ANDREU, 1963; ANDREU, 1968 ), por lo qul;in mna-
yoria de los animales que se encontraban en la fase 3
pasaban a formar parte de los lotes camlruialiiidnl} re-
sultando relativamente sencillo identificar su sexo.
Esta uniformidad relativa Qn:cunnto al ciolo sexual ha
resultado interesante puesto qun\non!iara una wmayor u-

niformidad a) estudio realirado,

Ia canpduiuiﬂn guimioa de) mejillfn

es muy similar a la da otros moeluscos bivalvos ( LOPEZ-
BENITO, 1956 ). Las variaciones de 1a composicidn qui-
mica en el animal completo en lo que se refiers a con-
tenido en agua, ceniras y niveles de glficidos, lipidos
Y protefnas han sido ampliamente estudiados ( TRAGA,
1956c; PRAGA, 1939; LOUSEY, 1859 ), y son coincidentes
en general com el
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en general con el decurso de su cicle biolbgico. Ia com-
posicibn de substancias nitrogenadas presentes #n el ne-

§1118n ha sido ampliamente estudiada por BAIz‘K 1970 ).

La diseccifin de loa animales se 11:96 a
cabo cortando con un cuchillo fino y curvo el nﬁ:cu}#*
abductor principal posterior, con lo que la ehirnnl**
entreabrfa la concha; se acababa de abrir el qgimalﬁy
se axtrafa la joroba dn'Poiichinela‘con unas ﬁinlﬁ;‘linan
cortindola a nivel de la glindula del biso. A continua-
cién se ponia el hepatopincreas al dnuaubinrg&juprtando
con unas tlijeras curvae e) pif, la gléndula ¢¢1?$;no 4
los misculos retractores del biso y dal pil.QSn a?ril ;
el hepatopincreas en sentido sagital y se tratnbn‘dc }
axtraexr la varilla cristalina, Las branquiag se axt:ainn
arrancindolas con unas pinzas fuertes a.ﬂortlndoqu}por
ia base. El manto se extraia cortando a le largo d-iﬁhor—
de por la cara interna s) manto con un nlonlpnld o,c%p

]
!

las pinzas, separfndose Sate por su propio peso. Por R

dltimo se separaba la masa visceral y se cortaban los ﬁ-

restos de los rifiones, tubo digestivo, gbnada, palpug :
bucales etc., guedando el hepatopSncreas completo y a-
biertc longitudinalmente. El msculo afiductor pont.rior
se cortaba con un cuchillo -—en ambos lados—- a nlvc%
de la superficie interna de la concha despuds de lihé—*'
rarlo de loz restox dal manto gue quedaban adheridos al

mismo,
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3 6LUCOGENO
3.1 DETERMINACION

3.1.1 METODO DE LA ANTRONA

Para 1a determiracifn de los niveles
de glucfgeno y otros gl@cidos en los tejidos del mejillén
se ¢ligi8 el conocido y probado método de la antrona ,
da DREYWOOD ( 1946 ) y PEYERSOM vy ROBE ( 19351 ), pero
con las modificaciones a) mismo sugaridas por TRAGA (
1956a ) ya que se preataniia,en ptincipio , homologar
los datos de dicho autor con los nivelss que nosotros
determiniramos a lo largo del trabajo y asi poder apro-
vecharlla ingente cantidad de trabajo ya realizado
( YRAGA, 1958bh; YRAGA, 1958 ),

Asimisno dicho altodo habia sido pro-
bado y comprobado por muy diversos autores ( PERLES,
TODOROVITCH, 1956; XLICPERA, DRAHOTA, fAx, 1957 )} aun-
gque todos ellos difieren en cuanto a la aomposicifin del
reactivo y en cuanto al procedimiento de separacifn del

gluotgeno a partir del animal,

El método deserito por FRAGA ( 1956a )
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se inicia con el cnlantaninhto, en un bafio de vapor, du-
ranta 10-40 minutos, de la muastra de tejido fresco con
un volumen doble de XOH 3N. Fl material luego se -hﬂria
y se acidifica con 804,Hy 1N hasta la precipitacifn de
las proteinas en copos gruesos; se gentrifuga el mate-
rial Yy se separa el sobrenadante. Se toma un volumen de
. §ste v me le afiade un volumen doble de etanol del 96%,
magcléndose bien y centrifugando para separar el gluct-
geno que precipita. El residuo de gluctgeno sa disualve

con poca agua caliente y se diluye convenientemente,

Una vex cbtenjda la solucifn de glﬁcﬁ—
‘qeno se poren 2 ml de la misma en un erlenmeyer de 2%
ml y sa les afiaden 10 ml de reactive ( antrona para a-
nflisis al 0,178 ( p/v )} en fcido sulf@rico del 84% en
peso ). Se 1leva asimismo a cabo un snsayo en bidnco
‘aon agua, y una determinacifn utilizando una solucién
valorada de glucosa. Se calientan los erlenmeyer a 90°C
en un bafic de parafina durante 16 minutos y luego se
enfrian con agua, leylndose acto seguido las densidades

Spticas en un colorimetro con filgro de 600 nm.

8e probt el mtodo y se obtuvieron bue-
nos resultados en g-n-kal. aunque la conservacién del
r-aﬁttvn durante un tismpo excesivo daba lugar a nota-
bles errores por oscurecimiento de $ste. Se comprob8

que esta alteraciSn se daba también guardaddo el reac-.
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tivo an la nevera a 4°C. Esta variante del método es nis
clmoda que la de EAXATA ( 1938 ) y gue la de PETERION y
200k ( 19531)) que emplean Scido sulfdrico del 95%, y, en’
ol caso del primerc, un 0,2% de antrona. Rl exceso de con-
c@ntraaidn de fcido sulfdrico lleva consigo que el perfo-

do de caducidad del reactivo sea mucho mis corto.

8¢ obtienen rasultados afin mejores, en
cuanto a la duracifn del r-adtivu, con concantraciones
de ficido sulférico més bajas, como la sugerida por
TAMANOTO ( 1936 ), que contiene S0,H, del 728 { B/p )
con antrona al 0,1% ( p/v ). El color es mis pflido y
estable, con . lo gque se gana en eficiencia para muestras

con un contenido glucidico bajo.

fa efectuaron determinaciones de gluctge-~

no con algunos de estos mftodos difersntes reseflados y

no ﬁc observaron diferencias apreciables en cuanto a efec-
tividad o sensibilidad, atn cuando esta Gltima era tal vex
mayor con los reactives "diluidos”. A pesar de todo se a-
dopt8 la variants intermedia de FRAGA por lo expussto an-
teriormente, perc incluyendo en toda la técnica una serie
de modificaciones perscnales que incremenkan la exactitud
y confianza del mniétodo. ;

Mn cuando ( TRAGA, 1956a ) se sefialaba

que el reactivo de la apﬁrona se conservaba casé inaltera-
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de a lo largo de un mes, se obtuvieron diferencias signi-
ficativas segfin la edad del reactivo, comprobabdo unas
mismas lecturas con el mismo remctivo Y las mismas solu-
ciones patrfn pero en dias difﬁrcntnl. Por todo ello se
siguieron las precauciones sefialadas por PIKLES y TODO-
ROVIZICH ( 19356 ) de preparar sl reactivo de nusvo en ca-
da ocasifn antes de utili{sarlo, tirando el reactivo sobran-
te. Tambiln se incluy8 en cada dntcrﬁinlciﬁn un patrén de
glugosa para cuantificar las variaciones inherentes al
reactivo y poder asi corregir y acoplar la gréfica patrén
de determinaciln a cada caso concreto. La griéfica tipo
puede verse en al grifico 3.1, se obtuvo con suficiente
densidad de puntoi y con determinaciones cuidadosas por

cuadruplicado.

Dal estudio de esta grifioa patrfn se de-
duce qua la rsaccibn cumple con 1a lay de IlIleAkillt
an al intervalo estudiado, es decir, tiene un comporta-
miento lineal dentro del margen comprandido entre los 10
y los 1%0 ug de glucosa por 4 ml de solueiSn problema,

lngﬂn‘no; ha demostradc nuestra experiencia personal.

Bl tiempo y la concentracidn del flcall
utilizado en la digestifn de los tejidos fuk acortado
lo suficiente como para lograr que la proteina riinltqrﬁ

disgregada pero sin un exceso de acceifn alealina que po-
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grArico 3.1

~ Comprobacilin de la lﬁnunlliid axis-
tente emntre la concantragifn de llucﬂicnﬁ probla-
ma y la densidad Sptica obtanida con el métedo de
1a snsross modificado deserito an el texto.

Las determinaciones se efestusron
qu duplidudo. utilizfndose en la grifica las me-
dias aritmdticas de lom datos obtenidos.

‘ fa compruvaba que el mltodo utiliza~
do da rasultados lineales y vtilizablas en &l in-
tervalo comprendido eu el grifico, as dacir, an-
tre 0 y 120 pyg de glucSgano prasentas an e} proble-
ua investigado. |
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dria llegar a actuar sobre el glucSgeno,.Se cnmpruﬁ& que
la prolbnﬁadn calefaccifn del material con la base lleva-
ba consigo una cierta disminucién de los niveles de gluct-
geno separado, phr 1o que se limits el tiempo de calefac—
cifn a lo estrictamente neceasric. Para determinar si la
calefaccifn habfa sido suficiente se seguia atentamente
el color que Ptllﬂntlhllll nezcla de los tejidos con el
Slcali, se consideraba que se habla llegado al punto de
sufictencia de cnlntncuiﬁn‘quando se observaba un cambio
nprndiabln de color en la mexcla, que pasaba a perder al-
go #e su opacidad y adquirfa al mismo tiempo una consis-
tencia mucosa y un colpr casi rojizo ( probablemente por
ia liberacitn de los carotenoides ) indicando que las pro-
teinas se habfan solubilisado, dejando tambifn al glucbge-
no libre plrl solubilizarse. Cuando se producian estos e-
ventos se daba por terminada la calefaccidn y se tifriqi-
raba el material antes de proceder a su nautrali:aci&nif
El tiempo de calefaceién variaba segfin la t-np-rntury; re-
quiritndose s8lc unos 5-10 minutos a) bafio de obullidﬁil.l';n

o bien unas 30-45 horas a temparatura ambiente.

Tambifn se danpréh& que econ el método o~
riginal se fnourria en el error de arrastrar algo de 50,K;
con &l gluoclgeno al pranipifnr Sate del |ohr-nudnntn'¢6n'
stanol, d-bidu a la dlclllliolnbiltdld relativa de esta

sal; este arrastre se incrementaba a) aumentar la eohcnn—
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trnci&nlde flcali an la digestibn con el fin de tener mues-
tras menos dilufdas. Este sulfato potfsico psecipitado con
el etanol daba lugar a interfersncias en la detaerminacitn
con la antrona, aungue muy ligeras. Para paliar este Pro-
blama se pensS en la utilizacifn del £cido perclérico pa-
ra neutralizar el XOH peroc la slevada concentracibin a qua
tendrfa que actuar y su fuerte caricter oxidante nos hicie-
ron pensar que podria tener algtin efecto negative sobre el
glucSgeno, pudiendo quedar todadla algunas protetnas en

sl sobrenadante.

Bl problema se solventt cambiando el KOH
por el RaOB, que se utilizaba a la concentracitn del 10%
o, mfs comspmente, al 208-25%, y con el que se obtenfan
tiempos de digestilSn bastange cortos. La acidificacién
tenfa lugar inmediataments, y se utilizaba CIE 5N, con
10 qus la sal resultante de la neutralisacifn era ClMa,
bastants soluble en e¢]l agua y quc-prlctiéanontc no rasul-
taba arrastrado por el alcohol, Las proteinas pr-ciﬁitl*
ban en grandss copos, ssparindose #stas por centrifuga-
- oién o, ingluso, por tilt:nci&n n través de lana de vi-
drilo.

Para evétar las interferanciss y molestias
debidas a las gramsas y otros materiales de menor densidad

que el agua se filtraba el sobrenadante de la centrifuga-
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cifn a través de una torunda de algodfn hidrdfilo o de
lana de vidrio. Con concentraciones altas de NaOH y de
ClE se obtenfa un volumen relativamente pequefic de sobre-
nadante; ste era tratado inmediatamente con etancl del
96% ( 2 vollGmenes de etanol ) para precipitar y poder re-
coger por centrifugacifn el glucbgenc separado.

Tanbiln se -nllyﬂ la neutralisacitn del
digesto alealino con faido triclercacktico a diferentes
concentraciones, dadas sus sxcelentes caracteristicas de
desproteinisador y su solubilidad en etanol, perc su pe-
ligrosidad y carestfa no paliaban las indfscutibles venta-
jas que reportaba su utilizaciln; por otra parte requeria
concentraciones de £cido muy altas so pena de diluir exce-
liv:n@nto e) material, por lo quq‘no se utilizd corrien-

teamante.

£n cuanto a la composicifn del reactivo

se siguil conservando la concentracibn del 84% ( p/p ) de
faido sulfdrico, dado que daba resultados més aceptables
en la determinacifn de muestras de glucbgeno, requiriendo
menos tiempo de calefacdifn que otros reactivos con una
concentracifn de Scido meneor. La concentracifn de antrona
se hizo bajar hasta el 0,12% { llegande finclusoc al 0,10%
y obtsniendo resultados puy aceptables ) { p/v ), con lo
que los blnnqon resultaban wmis claros y las lecturas mis

cbmodas vy algo més sensibles.
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Para todas las determinaciones se utilizd
antrona “"UCB" para anflisis y Scido sulfdrico para anfliidds.
Como patrén glucidico se utilizé peimeramente glucosa
"Doesder" y mfs tarde "Schuchaddt” aunque, al comprobar
finalmente al contenido en glucosa de dichos patrones u-
tilizando glucosa "Erba" para microanflisis se desecharon
y se utilist dnicamente $sta como patrfn. Tambifn se nti-
1428 gluoSgeno de molusco "Sigma" como patrSn, una vex
comporbada su rigueza con glucosa "Exrba”; tambifn me uti-
11x86 glucégeno de mujill&n'prnpnrndo PoOr nosotros como
patzdn valorado. La ventaja de la utilizacifn de un pa-
tx6n de gluclgeno estriba en el hecho de que la hidr8li-
sis dsl problema y la del patrfn son efectuadas al mimmo
tiempo, mientras que en el caso de la glucosa $sto no se
produce. Los datos se exprasaban , en el caso de Ia uti-
lizacién de la glucosa como patrdn, como equivalente de
glucSgeno dividiendo los valoras obtenidos para la gluco-

sa patrén por el faotor de correccidn 1.1.

e pudo comprobar el sfecto notlbln‘dnl
tiempo y de ia temperatura de calefaccibn de la mescla
reactivo-problemsa ( 5 ml de reactivo y 1 ml de problama
on solueifn acuosa neutra ), constatfndose que resultaba
preciso utiliszar una temperatura lo mis canstants posible
entre 90 y 100°C, por lo que se ut{lizé un bafio da ebulli-

cifén. La calefaccifin atemperaturas inferioras daba lugar
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a fuartas crror-l,‘alﬁncinlmcnto cuando se determinaba
glucSgeno, ne glucosa, debide a un fallo an la hidr8lisis
total de Este. A temperaturas de hasta 120°C en estufa,

al aire, se obtenfan tambi$n resultados inutilizables, lo-
grindose datos uniformes sflo cuando los tubos se calen-

taban al bafic Marfa.

Rs importante &l mantsnar en todo momento
un control efectivo de la temperatura, por lo gue resultaba
recomendable ( YAMAMOYO, 1954 ) el sumergir los tuﬁou en
agua con hislo mientras se vertfa el reactivo sobre el pro-
hicna, de este modo se eliminaba el if-ctu del !ulitn dea-
prendimiento de calor que se producia en la reaceifn del
8O,Hy; cond. con el agua. Nuestra experiencia personal nos
ha sefialado que no se advierten diferencias en la utiliza-

cidn de agua fria o de un ba#io con hielo fupdenta.

El sistema seguido pars el vertido del
reactivo sobre ul‘prublcnn'fui tanbibn ohjnto de nuestra
atenkifn, camprobando gue se obtienen resultados mis axac-
tos si el mactivo es vertido con una pipeta da vaciado to-
tal soplando directamante sobre lnlﬂupgtfiain del proble-
ma, en tubos "pyrex" suner@ides en un bafic de agua fria;

a continuaciOn se agitaban los tubos por medic de una lar-
ga varilla ( dan mejores resultados las varillas en forma

de L. con al braxo corto algo aplanado ) o bien con ayuda
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de un agitador-vibrador tipo "Mixotub”™ hasta que el as~
pecto del lfquido era totalments transparente y de colora-
ci6n uniforme, con pooas burbujas., Se cuidaba también el
detalle de qua &l nivel da agua enesl bafio da ebullicién
fuera ligeramente ﬂ‘l alto que el que alcansaba la mezcla

reaccionante en el interior de los tubos problema,

Dndn gque, en llqunll ocasiones la colora-
aién de los tubos rnnultaha excasive ( nivul de glueSgeno
-:u.nivnnlntc nlto ),l- diluian los aontlnidnl de &stos
con 803Ky §¢1.84i { se dilutian tanto los blancos, como los
patrones como los problemas con una ndsma cantidad de fci-
do )5 no se efectusron las dilucionas con agua dado que
la excasiva calefaccibn que se produce ( por reaccitn con
el deido iuitﬁrico ) Y & la dflucifn excesiva se producen
unos pt-nlpitnﬁa: opacos de color pardusco que perturban
fuertemente la medicifn, TambiSn se cuidaba el aspecto de
1; linpitta'dnl mnt-rial.'que se lavaba con abundante a-
gua y ripidamenta con nqun‘dnltllnda con el £in de evitar
los posibles depSsitos calcAreos que se producoh fdcilmen~
te con a) Scido sulfdrico.

So determind la longitud de onda a la
gue la absorcifn del complejo anlnr-gdp de nntruhﬁwﬁluua—
geno ara mis intensa, comprohlnduﬁe que diche miximo se
sit@a a los 625 nm, longitud da onda a la que medimos buen
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nfimero de muestras, aungque no todas; las restantes se mi-
dieron a 380 nm, en que la reaceifn es tambifin lineal,

aungque algo menos sensible.

Se determinf también el error manual
intxroducido en 1i|-datntm;n;ciunul de gluctgeno con el
sistema antes sefialado, reldlizindose determinacionas por
cuadruplicado de unas mismas muiastras de glucSgeno a ai-
ferentes diluciones, oscilando lﬂl‘lilitll dea error en-
tre 40,01 y 10,002 unidades de densidad 6ptica, lo que
daba lugar a porcentajes varisbles de error sobre el re-
sultado final, del orden de D,Jln 2,% ug da gluctgeno en
el margen comprendido sntre 20 y 100 ué du‘qlucﬁg-no en 1
m). del problems, siendo mucho mia imprecisas las determi-
naciones de niveles por encima © pox d-hijo de astas ci-
fras, por lo que en determinaciones sucesivas se diluyb
cada problema de tal modo que la cantidad ssperada de glt-
cidos estuviera dﬁntrn de estos llhit-n; y cuando se des-
conocia al orden de hlqnitud ds lol.n1v11-l-qlucidinol e
efectuaban tres diluciones sucesivas del problema, con lo
que, en el peacr de 108 Cascs, se uhtyn!a un resultado le-

gible v dos inutilizables.

Para conseguir un adecuado grado de certi-
dumbre, muchas determinaciones se llevaron a acbo por
triplicado, aungue se comprob8 gque, con determinacionas
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por duplicado, los resultados reran igualmente acepta-
bles, por ello aesta fué la norma, realixindose luegoe la

media aritmitica de ambos datos,

3.1.2 OTROS METODOS UTIL1ZADOS

Ad-nl:'dc las determinaciones da gldcidos
con el reactivo de la antrona se llevd a cabe una serias de
detexminaciones p@rniclnl de la at-dtividud de otros sis-
temas de determinacifin de gldcidos, en especial de gluch-
geno, 4ado que la mayor parte de &stos servian s8lo para
azficaras reductores { como es el caso da método del faido
3,5-dinitrosalicilico, véase el apartado 4.1.2 ) y, por
tanto, no eran utilizables diruatnﬁnnt: an al caso dal
glucGgeno a no ser que medisse una laboriosa hidr8lisis

del mismo.

Uno de losm métodos probados utilisuhi-n
directamente con sl glucSgeno fuf el de DUBOLS, GILLKS,
RAMYLTON, REBERS y SMITE ( 1956 ), concebido primariamen-
te para doi.rminncinnan guantitativas en sftodos de croma-
tografia de caps fina ( una de las prinﬁipnlet razones
por las qui io elegimos era su posible posterimr utilisa-
oifn en la cuantificacin de cromatogramas ). fe basaba
en la aparicifn de un color amarillento por reaccifn del

fanol, en solucitn Fuartamente Ecida ( con 80,5Hy}) con



048

asdcares y compuestos afines. A pesar de que ol nd-
todo es especifico para determinaciones de axficares per
oromatografis de capa fina, los autores indican su amplia
aplicabilidad general a todo tipo de daterminaciocnes de
glictidos. Sefislan dos variantes del método, con diversas
concentraciones de fenol, ambas da gran sensibilidad,

Se comprobd que el método de un modo
hlntint- completso, comparando los resultados con los obta-
uldo-ldc un modo paralalo con el sétodo de la antrona, u-
tilinfndose conocentyracionas variables de glucosa y de glu-
clgenc., Con este nétodo se obtuvieron resultades muy dis-
persos con una curva que ho cumplia pexfectamente ala ley
de BEEROLAMBERY, COn escasa l;h-ulidnd. miantras que con
la antrona se obtuviercon rasultados del tipo de les acos-
tumbrados, con menor dispereifn y mayor linsaiidsd. Dado
que la complicaciftn de -huh ndtodos as canpnrablu} re-
sulta mucho mis exacta y efectiva la detarminacifn con la

antrons que con sl fanol.

3.2 EXTRACCION

3.2.1 METODO DE LA DIGESTION ALCALINA

Para la extracoiSa del gluctgeno de los
mejillones se pensd en la utilisaciSn del conotide mEtodo
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de SOMSSYT ( 1359 ), modificacifn del de PFNUEGER ( 1510 )
y basado en el de BARNARD ( 1857 ) con el que Gste aisld
sl gluoBgenc de higado por primera vem. Este mbtedo sa ba-
sa an la precipitacién de) glucBgeno pox el atanol, qua
le produce una fuerte deshidratacifn que lleva consigo

1a precipitacifn caracteristica. Es un método muy Compro-
bado, aomln ¥ Gtil, que da un gluclgeno mny purc, exento
de nitrSgenc ppoteico y de fosfato, principales impuresas
del gluctgeno.

El método de SOMOCYY ( 1959 ) se inicia
con una prolnnqﬁdn Afgestitn alcalina del matarial con
Habli al 50-60% { p/v ) utilisando e) £icali en volumen
aproximadamente el doble del de)l material fresco. Esta
digestifn se deja actuar durante tres horas al bafic Ma-
| r!n; Se separa el jsbSn sobrenadante y se deja enfriar
el resto del material lentamente. Be precipita el gluch-
geno afisdiendo etancl del 935% 1131 con respecto al flui-
do alcalino. Se daja raposar toda la noche a temparatura
ambients, se elimina sl sobrenadante por decantacién y
se recoge el precipitado por centrifugaciiin. Se lava en
la mezcla de 1 volusen de etapol ocon 2 de WaOH del 200
( p/v ) varias veces hasta que el liquido de lavado sea
incoloro. Se disuelve sl precipitado en agua y se filetra
1a solucifn; se acidifica &sta con ClR 2N y se separa el
precipitado. Se aflade atancl del 95% ( 1:2 ) al sobrena-
dange y se centrifuga, se afade pés etanol hasta llegar
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a una concentracin final en la mescla del 45%, se lava
de nuevo dos veces con atanol del 958, por dltisxo se lava
con $ter y se dejs escurrir éste y se seca el precipitado
al aire. Be reprecipita dos veces con alcohol del 45% y
luego se vualvea a dashidratar. Este gluclgeno es de una

gran puresa, estando libre de sales, ¥ protsico y fésforo.

Yara obtaner glucbgenc se utilisz® en un
principic el m#todo de SONOGYI antas descrito, pero ests
mbtodo resulta bastante compliosdo y, sobre todo, muy lar-
go, requiridndose al menos tres dias para extraer el glu-
cSgeno de un material. Para eliminar al niximo estas difi-
cultades introdujimos en dicho método una serie de modifi-
caciones, combinacifn del método aloalino y dal de extrac-
cifn con =foido tricloroacktico frio ( viass el apartedd
siguients ), gue ha dado muy buenos resultados y que nos
permiten Yealizar una unt:nﬁciﬁn complata de una muestra
fresca sn apehas media jornada de trabajo. Ss obtuvieron
resultados de puresa y caracteristicas de integridad muy
apreciables, asi como un contenide en agua muy baje y una

notable ausencia de cenizas y materiales inoslubles,

La digestifn total de las proteinas por
el flcall se sustituyd por una simple solubilizaciln de
las protefinas, utilisando tambibn un hidrdxido algaline

fuerte a conceantracionas altas pero dejindole actuar du-
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rante un tisspo mucho mis breve, don 1o que se consigue
no uns hidrélisis-solubilizacisn totni de las proteinas
sino simplemente que atas dejen al gluclgeno en lidertad
y asi pusda ser Sste fhcilmente extraido.

Para sfectuar la digestitn se probarcon el
MaOE y o) KON, a conventraciones muy distintas, desde el
108 ( p/v ) hasta el 100% en peso ( se afadia el hidrdxi-
do al tejido en forma #6lida ). Cuanto mayor es la concen-
tracifn @el flcall menor tisne que ser el tiempo de cale~
faccifn; salve en 31 caso de la utilisacibn de material
s8lido, ya que debe dejarse tiempo hasta que al hidréxido
se disuelve en el agua que forms parte de los tejidos y.
entondes pusde actuax scbre el tejido parcéalmente deshi-
Aratado. Otra ventaja de una alta concentracifn de floall
es ¢l que da lugar & un volumen final menor ya que se .-
plea una menor cantidad de base. For ofro lade se obtienen
resultados de recuperacifn e integridad mks elevados con
concentracionss nis bajas. Muestra expsriencia personal
nos 1levé a la conclusifn de que servian igualmente bien
las concentracicnes de hidréxido sbdico o potisico entre
28 y 408 ( p/v ) afiadidas -ﬁ volumen doble al de la muestra

frasca.

Por otro lado empleamos mis comunmente el
MaOM que el KOH por lo indicado anteriormente. In gensral
tendimos a utilisar concentracicnes de &lcali altas para
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la digestisn de materiales mis sblidos ( mteculo eto. ),
utilisando las xlis bajas para los materxilles blandows de
disgregacisn relativamante ffcil ( manto, hapatopincreas,
etd. ). Afn cuando finalmante, por raxonss da economia
tendfamos a utilisar concentraciones bajas, dal amdnn del
20-25%, dado que sl volumen final, despuls de la nsutrali-
sacifn, se fincrementa qrnﬁduh.nt- con concentraciones al-
tas, disminuyendo tambifn la concentracitn de las sales
resultantes de la heutralizacifia.

Para 1la extracoitn de glucBgeno se tuvie-
rop en cuenta en todo momanto las carscterfsticas de los
Srganos de que se extraia, puesto que las caracteristioas
del glucSgenc son diferentes segin el Sxrgano que lo con-
tenga; tambidn hay OSrganos o ﬁartcn de los nismos { pis,
boxde del manto ) en gue el contenido en gluclgeno es muy
escaso y s8lo pueden --tvlr; sn una extraccidn Jde gluoch-
geno, para diluir Sste, siendo su aporte pricticaments
desprecisble. Otros Srganos, como las branquias, presen-
tan otros -lt-rinlun gluoidicos, como al moco, que pusien
resultar impuresas del ¢glucbSgeno extrafdo; en otros, aomo
on ¢l hepatopincreas, la elevada propozroifn de lipides
hace qus se produxca mucho jabbn que queda flotando an el
sobransdants y gue debe separarsse por filtraaifn, Reali-
zanos sxtracciones de gluoSgeno de sfisoulo abductor, de
hepatopincreas y de g8nada, sfendo asta (ltiss fraccibdn
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la gue nos proporcoiont mayorss cantidades de glucBgeno y
sobre la que se efectuaron todas las pruekas de extraceibn,

Otro punto a tener en cuenta era la poilﬂ
ble intarferencia, cown ya hemos sefialado lo constitula
la posible interferescia en los resultados de fracciones
mucosas provenientes de las ﬁrnnqulnl y palpos bucales,
por lo gque en todas las ocasiones ge separaron dichos Or-

ganos cuidadosamante del manto.

_ll matexial elegidc se masclaba con la
base en propoxoifn variable, lunqd- is prictica nos hixo
adoptar la de 1:2 como mhs efisaz y clmoda, El ¢alenta-
mifsnto se q!iutnnhn en bafic Maria con agitacifn nis o me-
nos suave vy continuada, calefdcoifn que se prolongaba has-
ta que se sdvertia un cambio de color y de transparencia
en @) digesto, hacifndose mis taansparants y de aspecto
afls mucoso y uniforme, desaparsciendo visiblements las
trazas de material crganizado. Sste cambio de color se de-
be & ia liberacisn de la notable cantidad de carotencides
que contienen los tejidos del wme3illén ( sspecialmente al
tejido gonadal ) especialmente en las hexhras causada por
1a solubilizaciSn de las protefnas. La solucifn queda de

un color rojizo oscuro con un clerto aspecto gelatinoso.

Llegado este punto se dajabs on!r!ur‘il
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material y se le afiadfa ( en la vitrine de gases ) sufi-
ciente ClE 5N para dejar el pH de la solucifn alrvededor

d- pE 3, con 1o qua las protelnas precipitan en ocpos bien
visibles, acambiando de nuevo el aspscto de la disoluciln,
quedando $sta un poco mfs blanguecins y con los peguefios
grénulos visibles. Las proteinas se sliminaban por centri-
fugacitn a baja velocidad. Repulta importante al tiempo
que duran satas op-rueion-i. dado que la acaifn prolonga~
da del C1H puede hidrolisay en parte sl glucbgeno, por lo
que esta parta del proceso se hacia lo mis Rapildamente po-
sible. El sohrenadante se filtraba a travis de algodtn o
de lana de vidrio con el £in de retener las particulas flo-
tantes sn el mismo { principalmente jabones § %oidos gra-
808 libres ) y los restos resuspendidos del precipitado.

Al sobrenadante se le afiadfa ﬁn volupan doble de etanol
del 93% y se ventrifugaba el material a una cierta velo-
cidad ( 1430 g )., n-purlndoiu un glucSgsno bastants impu-
xo, con apreciables cantidades de ¥ protsico y ClNa prin-
cipaluente.

Este glucSgenc se discolvia en agua calien-
te ( mixfmo 4%°C )., aungue tambiin podia disclberse en a-
gua fria 1o hace mis ripidamente en agua caliente; la d4i-
soluoifn se favorecis agitando con una varilla de vidrio
hasta 1a total disoleoddn del precipitadc en un minimo de
agua, Una ves logrado, se afindfa suficiente cantidad de
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Scido tricloroactico ( ClyC~COOK ) al 90t { p/v ) para
conseguir en al conjunto una concentracifin final de dicho
Scido del 6 a1 7% ( p/ v )1 en algunas coasiones se reali-
%8 ya la disoleciOn del precipitado impuro en fcfdo tri-
cloroachtico del 7% ( en frio ), con 1o que se invierte
atn menos tiewpo, %l fafdo tricloroacltico se sfiadfs siem-
pre an frio y se dejaba actuar el mencr tiexmpo posible,.
para evitar cualguier accifin del fcido sokre 8l glucBgeno,
aungue su aceifn sobre el gluclgeno en fric es casi nula

( STETTEN, EATEEN, STETTEN, 1938 ). Con esta accifn del
feido tricloroactico se acaban de elimipar las protn!nun
que contenia cllylucdqinn'y que quedan an forma de polvi~
llo insolubls y que se separan por centrifugacibn con ti?
01114ad ( o por filtrade a través de papel "Whatmant! num.
1.). Bl sobrenadante se trata de nuevo con stanol putn:r--
uupnilx el gluclSgeno, qua s recoge por centrifugacién.
Ests ginobgeno es ya de una notable puresa pere presanta
varfioter 80ido por la apreoisble cantidad de #cido triclo-
roavltico que ha quedado unida & &1, por elloc se lo some-
te a un lavado repatido con etanol) de 95V para sliminar
los restos de dicho foido, soluble an etanel; por dletimo
se lava con etanol absoluto y con $ter etiltioo con el

£in da acabar de deshidratar el glucSganc y de eliminar
tanbidn los restos de atanol, quedando Gste glucbgenco mo-
jado sxclusivamente por Ster etilico, que puede eliminar-
Se ap el nisme tabo de centrifufa sn que astd el pr-utpi-
tado introduciendo el tubo en un bafio de agua a unos 40-
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43°C durante unos minutos, don lo que sl Gtar se evapors
dejando sl resfduo sblido de gluclgenc. Para obtaner un
gluoSgens finamants pulverulento lavibamos el glucbgena,
aon restos de Kcido tricloroac8tion,corn stancl, como ya‘
se ha indicado, pero agitfbamos gontinuamente el precipi-
tado granuloss con upa varilla de vidrio, tratando de ha-
cer que sl tamafio de los grinulos fuera sés pequello y
repitiendo esta coperacifin despuls de cads lavado, con el
£in de que la deshidratacitn fusra nis compheta y llegara
& todas las partes del precipisado; con este proceder, al
llegar al f£inal, al evaporarse el fter queds un polvo nhy
fino y muy seco de glucBgeno puro. Otro sistema de secado
que uwtilizanss ampliaments aonsistia en soplar una corrisn-
te de aire caliente en al 1nt.riotédil tubo, procurando
gue no se marchara el pokvo de glucbgsno, al mismo tiempo
gque se renovia ¢on una vt:;lln da vidrio, con el fin da
eliminar al miximo las trazas de Starx. El glucSgeno seco
ast obtenido se guardaba sobre anhidrido fosfOrico en un
dasecadoy, paras avitar que tome agua de la atafafera dade
su slevada higroscopicidad,

Cuando el gluclyeno «s suy pure, sn ooa-
siones no precipita ficilmente sn la solucibn al afadir
el atanol, debido a la falta de electrolitos, quedando una
soluaifn opaca gque no da lugar a precipitado. Este pequefic
problems lo solventfbamos ( S0MOSYI, 1959 ) afiadiendo unas
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pequefias trasas de ClNa finamente pulverizado o unas gotas
de CIE 0,2 N, mesclando bien el material; de aste modo se
consigus que fiaslmente se desencadene la precipitacifn.

51 gluocSgeno obtenido por este procedimien-
to resulta insipido, no precipéta el nitrato da plata dan-
do clorupo de plata apreciabls. Las detarminaciones ds foa-
fatos y de proteinas no dan resultados nensurables; su ks~
pecto es perfectamente blanco y pulvervlento. La riquesa
es del orden del 88% en peso, con un 12% aproximadamente
de agua solamente, y con UhA DUrGzk supericr al 99%. Ia
nedia ds contenido de glucSgeno en 27 extraociones Aiastin-
tas de glusbgeno de gOnada efectusdas por aste procedimien~
to, ¢on un total de nks de 75 g de diche material arroia
un promedio de 87,948 ( wéitodo de la antrona modificado,
patrén de glucosa "Erba" }. La puresa del material) obte-
nido es superior a la da los praparados comexciales, en
sspecial en le que se xefiere al contenido de materisles
{nsolubles. En ) grifico 3.2 puede verss an sintesis el
procesc de separacifn de glualgeno descrito.

3.2,2. METODO DE EXTRACCION CON ACIDO TRICLOROACETICO EN
FRIO

5l nétodo da extraceién de glucSgeno con
feide tricloroscético an frio es algo menos dristico que
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ol da la digestibn aloalina, Fud descrito por STRTIEN,
KATZEN y BIRYTEN { 195¢ ) y se basa sn una homogenizacitn
del materizl lo mis completa posible ( ROR, BATLRY, CE-
RAY, LOBIMRON, 1941 ) a alta velocidad y con granos homo-
genisadores an dcido tricloroacéticvo frio al 3% ( p/v ),
yA gque & tsmparatura ambiente ( SYEYTEN, KATIEN, STETIEN,
1953 ) al doildo tiends a hidroliszar alge el gluchgeno, ha-
ciendo descander sl peso molecular promedio de Sste. Por
atntriiuqnni&n s& separan las proteinas despaturaliszadas
y dal sobrenadante se separa sl gluclgeno por precipita-
cifn con stanol, sfguindose luego la deshidratacilin has-
ta pnlw finc como en el caso de la digestibn aloalina.

Se utilisf foido txicloroacltico al 3%
{ p/v ) con un 0,2% de no@aqg siguiendo las indiomciones
de SRINAVAEAN y KRISHNASWAMY ( 1961 ), aunque la adfoifin
del sulfato de plata results mfs un sngorro que una ven-
taja, debido a la sscasa solubdlidad del matarfal y sl
axcaso de cloruros del homogsnado,

S¢ llav8é a cab¢ una prusba comparativa
de daterminacin de gluclgano en dos partes de un nismo
Sxganoe ( manto ) utilimando la extracaifn por el whtddo
alealino y la extraoeildn n&n foido trtnlorunuitlmulnn
frio, pudiSndoss comprobar que el glucSgeno determinado
gon este fliimo método era aproximadaments un 46% del
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que se obtenfa con sl mbtodo aloaline modificado antes
descrito. Esta diferencisa tan notable debe achacarse aspe-
cifAmente & la relstivamente defectucosa homogenizacifin
del material, llevada n'alhn con un homogeanizador manual
del tipo de POTTER-BELYERIIM, homoganizacifn que resulta
insuficiante para romper coapletamente las células y los
orginulos celularas, circunstancia gue se agrava al tener
gue homogenixar los espermatozoides pressntes en al nﬁto
de llgunbl mejillones macho. Los resultados de la tritura-
ei6n de manto de mejillén con ayens de mar lavada suficien-
temente fina y oon feido tricloroacktico del 5% fueron may
similares & 1os antedichos. Dabido a sstas diferencias, el
qlm&g&m se extrajo en su mayox parte por e} mbtodo alca-

1in0 antes desoxito.

3.2,3 METODO DE EXTRACCION CON AGUA FRIA

En 1957 QAEREWOSD y NANNERS mﬁljwm.
de tejidos animales y por primera ves, un glucbgeno muy
pooo alterado por el proveso de extracoifn, utilissndo
agua calients pars sfectuarla, Posteriorments LATAROY (
1942 ) llevé a cabo la sxtracoifn con agua fria y con una
centrifugacidn diferencial, comprobando que el paso mo-
lecular promedio dsl qlwﬁ-nu asi obtenido ara macho ma-
yor que el del obtenido per el procedimiento alcalino o
por sl procedimiente Loido en frio.
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} SRRRLL, BUEDING y RRXS3IC ( 1964 ) indd-
CAn un proceso para la obtencifn de §lucSgeno poco altera-
do que en sintastis em: homogenizacién del teiido 114 en
tanpbn de glicina pR 10,4 con dos volOmenes de cloroformo
y an frio. Centrifugacifn a 1.000 ¢ y se recoga el wsobre-
nadante; el precipisikdo se vuelve a axtraer del nnismo mo-
dc. Be unen los sobrenadantes y se repite cuatro veces
in extraccidn con cloroformo. Be céntrifugan los sobrena-
dantes 16 horas a 0°C y a 26.000 repoluciones por minuto,
¢ homogeniza el precipitado con agua hasta llevar la con-
centracifn de glucbgeno al 0,6~0,8%. Se agita la soluailn
aon uwn voluman mitad de cloroformo-aloohol octfiico ( 3:1
on 'Dlﬂ?ﬂh } sn un agitador mecinico. Se centrifuga a
1.000 g'y se aprovecha nx‘ubhr-nndnnto. repitifndose 14
sxtxraccifn hasta que en la intexfase no hay residucs tril
€ horas de agitacidn continuada. X1 glacSgeno se precipi-
ta con etanol 1:11 y despulls se deshidrata y seca como en
8l procedimientc alcalino antes rasefiado.

Eate procedimiento no pudimes utflisarlo
por no disponer del utillaie necesario, per lo gue inten-
tamos simplificar el procedimiento utilizando las propie-
dades deaspaturalisadoras de las proteinss gue presentan el
cloroformo y el etanol de -luwidn concentracifn, mientras
que su sfecto sobre la estrattra del glucSgeno es nula,
adeas las proteinas d--nntufllil-dun Y deshidxatadas son
mis diffciles de disolver que sl gluclgeno, por lo que el
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secado es tambiln un buen sistema selectivo de eliminecifn
de proteinas gue se ancuentran en sl glucbgeno como impu-
resas. El mitodo propussto y utilisado ss un poco largo

y de escaso rendimiento, nnhqu- da lugar a un gluofigeno
de propiedades may -uuptnhlns.'hl progedixianto estd re-
sumido en el gréfico 3.3.

'Lnl Grqlnb- d4ssccionadon de animales 1408-
neos se cohgelan y en Iltillltldﬂ son homogenisados duran=-
te varios minutos & alta vhlodidad en una batidora-tritu-
radora mesolados oOn un vnlﬁn-n de agua igual a) doble de
material congelado empleado. S obtisne una pasta flutda
que vuelve a agitarse acto seguido en la batidora con
cloroformo durante unos minutos; se elimins ol preoipita~
do por centrifugacifa, eliminindose asi las proteinas des-
naturalisadas por el oloroformo que se acumulaban en la
interfass y salvindose el sobrensdants qua contiane la oa-
yor parts de) gluobgeno. !n-ﬂn r-p-tirln la extraccitn con
cloroformo del sobrenadants o bian plllt ala pr-utpxtn-
c46n del glucbgeno con -tq§¢1| al ptnutplundo de glucbgeno
y proteinas se redisuelve con agua y Yuelve a extraerse
aon ulurn!ﬁtlar en ol lohtcnndint- se encusntran proteinas
( impurexas ) que han resistido al menos dos agitaciones
con cloroformo y una con etanol sin desnaturalisarse; el
glucbgeno wuelve a ser precipitado cen stanol y se deshi-
drata con al proosdimients habitual --stancl 568, etanol
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absoluto, Gter etilico--, secindose acto seguido el mate-
rial con ﬁnl corriente de aire caliente, con lo que la po-
sible protains presents --las sales se han marohado con
los sucesivos lavados-- ss deshidrata también y se corni- .
fica al secarse, insolubilisfndose. Se redisuelve -I‘qln-
cOgenc y sa separa ¢l residuo insoluble, pudifndose recu-
pexar el gluocSgeno del scbransdante por precipitacidn con
stanol y posterior deshidratacifn hasta obtener un polﬁu
fino y swave.

las pirdidas da gluclgeno en los diversos
pasos son muy importantes, por 1o qus rasulta r-mhn-ndlhln
sl utilizar como material de partida algtn Srgano que lo
contenga en slevada proporcifn. El glucfgeno ast obtenido
es de una gran puresa y con una riquelia del oxden del 86%
en peso, con un 12% de agua y menos del 0,3-18 de protat-
pas despaturalizadas, y careciendo pricticamente dclualnt
y de impuresas de este tipo. El sedimento tunolﬁbln eR al-
g0 magor que el obtenido con el mitodo aloalino aunque la
opalescencia de la soluciln de este glucligeno es mucho ma-
yor a 1qu51 unnnuntrnu&ln; sefial svidents de gque al gluct-
geno tiene una molSoula de mayor tamafio que no ha sufride
alteraciones importantes en el procesoc ds cbtencifn.

En ests método de extraccién se {ntrodujo
1a variante da dejar la solucién de glucSgenc, despuls de
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cbtenido ¥ desecado por primera ves, durante 24 horas a

4°C en prasencia de un tensioactivo neutxo, como el desoxi-
colato sbdico ( al 3% ) qus favorece una mayor separacitn
entre al glunSgeno y la proteina desnaturalizada, lo que
permite la obtenci6n de un glucSgeno més puro y una posi-
ble major desnaturalisaciin de iqucllnl por sl -ttnbl o
por el cloroformo.

2.3 CARACTERISTICAS Y DISTRIBUCION

3.3.1 DETERMINACION DE GRUPCS FINALES

Uno de los nitodos relativemente ﬁﬂl sah-
cillos de carsoterisaciSn del glucSgenoc de diverscs orige-
nes o8 la determinacifn de su grado de ramificacifn (
MANNERS, 1937 ), para daterminarlo se utilisan tlonices
de onidagifn de los grupos finales a f¢ido férmico con |
netaperyodato, valorindose seguidamente el Kcido liberado.

X1 sftodo de oxidacilp con metaperyodato
que seguimos en primer lugar ( én;u:. 1964 ) se basa en
la oxidacifn que se lleva a cabo en la oscuridad de mues-
tras de glucSgeno sl 0,58 aon metaparyodato sbdico 0,7 M
durante 1, 4 ¥ 8 horas, separsndo alficuctas a las que se
alisden unas gotas de etilenglicol y que se dejan en la o~
curidad durante sl tiempo necesario pars la destruccifn
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del peryodato sobrante. Luego se valora la acidesz da los
materialas con NaAOH 0,01 H hasta al viraje de la fenolfta-
leina, taniendo en cuenta,para restarlos, los valores de

los blancos.

Be liavls a cabo una determinaciln por tri-
plicado del porcentaie de¢ ramificaciSn del gluclgeno de
génada por el mitodo ssfialado y se obtuvo el resgltade de
que por cada enlace 1+¢ hadian 10 enlaces 1«4, aunqua da-
da la dificultad de precisar sl punto de viraje en 1la vo-
lumatria desesjinancs nomentinsanente sstos resultados
hasts comprobarlos oon otro mbtodo que nos diera mejoras
garantias.

Como tlcnica de comparacifin se utilixd
la descrita pox FALES ( 1939 ), mucheo mis reproducible y
gue presanta la wventaja de ser un micromiéitodo, con lo que
son detetrminables oantidades muy p-quhu‘d- gluctganoc
extraihles de Srganos con sscaso contanido de gluwobgeano
0 bien de los gque la extracciSe sa haoce diffoil por cual-
quiexr otra causav Se siguil el mitodo, similara al ante-
rior, con muastras de gluotgeno de gbnada, de Wtopln»
areas y de misculo abductor, utilizando el patxdn recomen-
dado de a-metil-glunlsido. La temperatura se mantuvo ba-
jo control ( a 4°C an la ﬂ.'l!’l‘ ) durants todo el proceso,
evitindose asl lap interferencias que Ssta hublera podido
ocasionak. Ademfis los bhlancos contenian al gluctSgeno o el
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s-matil-gluctsido junto con el metaperyodato completamen-
te reducido para evitar la acoiln da los posibles grupos
hoidos sxistentes en &l gluclgeno. PTras la oxidacibn de
los grupos fibales se valoraron las soluciones ¢on

Ba({OH)s 0,01 ¥ hasta alcanzar el pE 3e los blancos utili-
sando un medidor potenciombtrico de pH para ajustar las
determinaciones, ¢on lo qﬁ- la axactitud de las medfciones
resulta als slevada,.

Utilisamos la téenica en mustras por tri-
piicado y daterminamos paralelamente la riquesa en restos
glucidicos con al nitodo de la antrona modificado. Las dis-
tintas determinaciones disxon resultados muy concordantes
sntre 81, determinfndose que el gluoSgenc de)l hepatopin-
creas tenia una longitud medis 4e cadenz de unos 5 restos
glucosa aproxizadamente ( 4,75 )}, gqua fueron unos 10 para
el gluolgeno de mfisculo abdustor primdépal ( 9,85 ) y unos
10 tambiln para el de gbnada ( 9,70 ), datos que conouer-~
dan taubién con los cbtenidos con il mitodo de CLARE (
1964 ) y con los de Ltnnn?‘( 1856 ) y que sugiersn que el
glucGgeno de mis pequefio tamafio tiene una longitud media
de cadena mis corta ¢ bien que el gluotbgeno del hepatophin-
araas tiene una mayor pot.nmtnlidid da ramificacidn que
el d@ los otxes dos Srganos aitados. Estos datos estin de
acuerdc con la suposicifn de que el glucfgeno del hepa-
topincraas ss consume mis ripidamente a corto plaso que
el de los reatante Srganos, espaciaiments cuando los ani-
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wales han estado somatidos al hambre durante un tiespo
nis o menos prolengado.

3.5.2 NIVELES DE GLUCOGENO EN LOS ORSANOS

108 nivelas 4s gluctgano an al meijilifn
a lo lmmgo del ciolo biolfgtioco ya han sido estudiados |
LOUSEY, 1959; YRAGA, 1936h; FRAGA, 1958 ) y siguen en ge-
naral bastante de cerca el estado fistolégico del animal.
Paro estas detarminaciones del ¢glucbgeno total del animal
presentan el posible exxor de inclusibn como glucSgeno de
otros materiales polisscaridicos, especialmente el mooo
con que estos animales aglutinan las particulas de que se
alimentam y parte dal material que constituye el biso, A-
denis estas determinacionss no tienen en cusnta la posible
--y abundange-- presencia de glficidos no precipitados por
el etancl, sspecislments maltooligosaciridom, como ya se-
fialaban YRAGA ( 1938 ) y YRAGA y LOPRE-CAPOWNT ( 1938 ),
que los aislaron, cuantificaron y caracterisaron en el ani-

mal completo.

L2 axistencis de elavados nivales de mal-
tobligosaciridos citada en la bibliografia llava implidita
una capacidad notable dae variscifn del contenide en gluob-
geno de los diversos Organcs ( variacibn que, a su ves, da

lugar & la varfiacisn apreciada en el anikmal complato ) se-
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gin el momento fisioldgico y que comprobancs determinando
el tanto por mil de gluuﬂqiﬁn uoh\riupjutn al peso fresco
en un mismo Organc, la joroba de roliéhinnli. de 15 indi-
 viduos diferentes de un mismo lote, todol sllos sn condi-
ciones ldauulﬁll de vivacidad. fe obtuvxaron los resulta-
dos del grifico 3.8, en el que pu-d- uuuprnburun que al
parscer no hay coxrelacifn eantre el --un d-l ani-nl y el
nivel 4a glucSgenc almacenade en la jornhn d- ruliuhinnln
{ de acuerdo con 1o qn. LOUMKY, Il!! b 4 lulﬂl Iﬂﬂﬂll y
SRAS, 1938 indican pl:n ol unznnl uunplntn ). S & tnnpouo
entre al tamafio ~-peso-- del Srganc y su qunt-nibo en glu-
ofgeno. | S ,'  ‘f \ |

ra el animal cospleto, se pasd a -ntudllr o qul ﬁiqn_

" del animal se distriduia el qlunﬁq-na r iﬂ " qub niveles )

se encontrabs, asi GomO pasa GOROOSY s 1:90:&:&011 ‘:nm:n--“‘-r.~
titativa con respecto a la cantided. du qlnndq.nu total .

| nl-nuunada por el animal. Como ya ll he l-hllndq sa pu-
dieron comprobar diferemcias uunltt:ttvul t-péttnntnl
sntre el qluaﬂqnmn de g6nada y el de -1 h-pntupinertnn,
resultando pricticamente igasles los de. qﬁnndl JWdc -n-

culo. ILas determinacionss de. nlvnlun n- nl-otiar 1 por

el nétodo de la nnﬁrunn,-nalttundn,pruylg;dxp-qc 8p cui-
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dadosa y digestitn alcalina de csia Srgano por separado

. para eada anizal, Los azxlcares totales in median determi-
pando con el mbtodo de la antrons modificado la cantidad
de gltcidos existentes en sl lnhtinldnnt- aclidificado y
dasproteinizado, mientras que pars determinar el glucbge-
o se precipitaba Gste con etanol y se d@tnrninﬁbu ia
prasencia de gldaidos en el prnuipitndo redisuelto en un

volumer de agus equivalente al antiguo volumen,

Sada Srgano de los animales estudfados
ful dividido en dos partes sensiblemsnte iguales que fue-
ron ¢uidadosamante pesadas, y cuya suma nos daba el peaso
fresco del Szganoc completo. Sobre uns de las partes se de-
termind el peso seco, conocifndose asi la prupétatﬁnfd‘
pesv seco --y de agua-- gue contenia el hltnrini}can 1o
qus exa posible caloular el peso seco t.ﬂrino dnl\%tqunu
comphbito. Con la otra mitad del Srganc se d-torlinlﬁi,'d-
cn modo paralelo, lea cantidad de asficares totales y AEK

| N
gluctgeno presentes en la parte de Srgano y sn el ﬁtqnﬁ%3
completo, con 1o gque pudieron refsrirse los datos a paso

fresco ¥ 8 peso seco,

~ Betas dtfn:hlnnn;enntd-tillgqll del pe-
80 seco y de los niveles d-'qxﬁaidoi lo;il#vnﬂ@n a gako
sobre tres animales al asar, uno de nliul on relativo mal
estado { animal 1, tabla 3.8))tabla 3.5 ) ¥y lol\otxol dos

( animales 2 v 3, tabla 1.4; tablas ).8 y 3.7 ) ip con-

\I
\
A

\



PROPORCION ENTRE PESO FRESCO ¥ PESO SECO DE TRES

 MEJILLONES
srgano
ANIMAL 1
Manto

Msculo abductor post.
Pi& | L
Hepatopancreas
Branguias

Borde del manto
Glandula del biso
Palpos bucales

ANIMAL &

Joroba de Polichinela
Manto

MGsculo abductor post.
Pié ' .
Hepatopincreas
Branguias.

Borde del manto
Palpos bucales

ANIMAL &

Joroba de Polichinela

Manto ‘

Misculo abductor post.

Pié&

Hepatopdncreas

Branguias

Borde del manto
Palpos bucales

TARBLA 3.4

peso
fresco

3,1488
0,3639
0,1800
0,3616
0,9963
1,1394
0,0791
0,1103

0,4225
1,7681
00,8431
G,2787
0,9725
1,3944
2,0242
0-,284]

0,5965
1,6263
0,5495
0,2602
0,8856
1,5188
1,5293
0,3470

peso
zeeo

0,8061
0,0327
0,034¢
00,0951
0,1225
0,1253
00,0577
0,0165

0,0860
00,3800
00,2140
00,0622
00,2280
00,1550
¢,2850
0,0483

B,1512

00,3670
0,12985
0,0595
0,2450
0,1900
0,2250
0,0589

2

25,6

9,0
19,2
26,3
12,3
11,0
73,0
15,0

20,4
21,5
25,3

22,4

23,5
11,1
14,1
17,0

28,4
22,7 -
23,6

22,7
27,8
12,0
14,7

17,1

a.
(%)

aQgud

(%)

74,4
91,0
80,8
73,7
89,7
89,0
27,0
85,0

79,6
78,5
74,7
77,6

76,5

88,9
85,9

B3,0

74,6
77,3
76,4

77,3
22,2
88,0
85,3
82,9



PROPORCION DE AZUCARES SQLUBLES Y GLUCOGENO EN DIVERSOS
ORGANOS DE UN MEJILLON REFERIDOS A PESO FRESCO Y PESO. S5ECO

PESO FRESCO: (%)

drgano igic' glua. :g??'
Manto - 7,0 5,8 1,1
Misculo abductor post. 3,7 2,4 1,3
pié 0,7 0,2 0,6
Hepatopincreas _ 0,2 0,1 0,1
Branquias  ‘ 2,8 2,7 0,2
Borde del manto 0,4 0,2 0,1
Gl8ndula del biso 16,3 16,0 0,4
Palpos bucales - 3,6 3,5 0.1
PES0 SECO: (%)

Srgano igi?' glue. g;??'
Manto | 27,2 22,7 4,4
Mfisculo abductor post. - 40,9 26,7 14,2
Pi& | 3,9 0,9 3,0
Hepatopdncreas . 1,0 0,5 0,4
Branquias 21,8 23,4 1,5
Borde del manto 3,7 2,3 1,3
Gldndula del biso 22,3 21,7 0,6
Palpos bucales 23,8 23,3 0,5

TABLA 3.5




PROPORCION DE AZUCARES SOLUBLES Y GLUCOGENO EN DIVERS0S
ORGANOS DE UN MEJILION REFERIDOS A PESO FRESCO ¥ PES0 S5ECO

PESQ FRESCO: (%)

e e, 42
Joroba de Polichinela Y 6,8 0,4
Manto 4,9 1,8 3,1
Misculo abductor post. 1,9 1,9 0,0
Pié 0,11 0,03 0,07
Hepatopincreas 5,8 3,9 1,9
Branquias 2,9 2.5 0,4
Borde del manto 2,2 0,1 2.1
Palpos bucales 8,0 5,3 2,7
PESQ BECO: (%)

Srgano ggi?' glue. 3?%?'
Joroba -de Polichinela 35,2 33,2 2,0
Manto 22,8 8,4 14,4
Mﬁsculo abductor post. 7,4 7.4 0,0
Pi& o 0,5 0,1 0,4
Hepatopdncreas 25,2 17,0 8,2
Branguias ' 26,8 2,3 24,5
porde del manto ' 15,6 0,5 15,1 .
Palpos bucales 47,0 . 31,2 15,8

TABLA 3.6




PROPORCION DE AZUCARES SOLUBLES ¥ .GLUCDGEND EN DIVERSOS
ORGANOS DE UN MEJILLON REFERIDOS A PESO FRESCO Y PESO SECO

PESO FRESCO: (%)

drgane izic' glue. gi%?'
Joroba de Polichinela 9,9 7,3 2,6

Manto ‘ 5,9 4,0 o 1,9

Misculo abductor post. 4,0 3,2 0,8

Pig& o 0,11 0,04 0,07
Hepatopincreas 7,4 6,7 0,7

Branguias 2,5 1,2 1,3

Borde del manto 2,2 2,0 0,2

Palposlbucales : : 15,4 13,4 2.0

PESO SECO: (%)

drganoc izi?' “gZuc. zzgf'
foroba de Polichinela = 390 28,5 10,5
Manto 26,0 17,7 8,3

_M@sculo abductor post. 17,0 14,6 2,4

pie 0,5 0,2 0,3

Hepatopincreas 26,6 24,1 2,5

Brancuias - _20,4 10,0 10,4

Borde del manto ‘ 15,1 13,9 ' 1,2

Palpos bucales 90,0 . 78,5 11,5

| TABLA .S:ZJ
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&1ciones 1d6neas, con el fin de cheervar la posible va-
riacifin de los niveles de qluudq-ué an algunos t-jidﬁ:.
Los animales ulnqldul'!qurun un macho, una hembra y un
1nnnﬂuxu..bnl peson frescos y mecos da los distintos Br-
ganos de estoa animales pueden verse en slagsiBine 3.4,
en la que se indican también los poraentajes des materia
seca y de agua; pusde observarse que el contenido de ma-
teria secs es del orden del 10-25%, resultando los por-
_centajes bastante coincidentes (dentro de ciertos 1imitas)
en los tres cascs. Los Srganos con uan sayor contenido en
agua resultaron ser, como -fn da esperar, las branquias

y ol bords del manto, asi como los palpos bucales, aunque
on @stos y en ;qulllnl debe tenerse en cuenta la posible
tnfluencia en los resultados del moco de que se 1os supo-
ne recublertos y que no ful especialments eliminado an
las deterninaciones. Destaca tambifn la elevada proporcifn
de materia seca dn‘ln qllndqln dil biso, debido a la in-
clusidn mayoritaria de material del biso, muy nnud Yy con
un slevado contenido yluefdice,

En las tablas ). l. 3.6, ¥ 3.7 pusden ver-
se loa niveles de gluu&gano, n:dnnran totales y axficares
~ solubles an aLuuhnllt la aifnz-nnin entre ambos poroanga-
jas anteriores ) que prasentan dichos Sxganos don respec-

to al peso frasao Yy con respacto al peso sedo.
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ta glindula del biso del animal 1 { tabla
3.% ) contiens una fuarta cantidad da material glucidico
conaiderado como "gluclgenc” pero que no lo a8 aungque se
determine como tal an sl proceso analitico, corresponde
a material glucoprotaico ¢ue forma el biso, X1 los pal-
pos bucales y en lax branquias se observa tambisn la pre-
sencia de nikeles de glficidos muy elevados y variables
para los tres animales y gqua corresponden fundamentalmen-
te a2l moco que los recubre y que se encuentra an cantidad
variable ( vy qua rasulta mis variable por perderss parta
de §1 ficilmente durante la digestifn aloalina y el pro-
cosn de detersinacifn subsiguiente ). Para aclarar asts
punto se trat8 ds obtensr “"gluctgeno” de branquias, no
alcansindose resultados tangibles a pesar de utilisar
cantidades notables de dicho. Srgqano.

L2 joroba de Polichisela, gue contiene
parte de la gfnada, engloba una elevada cantidad de glueb-
geno, asi como de otros azfdcares; en el manto, tambidn
fnvadido por la gfnada, se snowentran porcantajes de glo-
cfigenc y astcares solubles similares a los de la joroba de
PFolichinela pexo sensiblemente mfs bajos, como ha podido
comprobarse en otxos muchos casos y an animales pretene-
cientes a otros lotes y -n,éﬁtndn--tlglnuu y fisiolbgicos
diferentes. La gfSnada as el material an que se encuentra
la mayor parte dael qlun&q-no‘dnl ani{mal, glucBgenc gue le
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sizrve,para "financiar®” la gametogénesis, aungque no se ex-
plica suficientemsnts al hacho de que dos partes del ani-
mal invadidas por el mismo Srganc, la joroba de Polichine-
la y el mantoc, tengan nanimldu de glficidos ~-y tambiln

de -nlhn. como se verf mis adelante-~ tan cuantitativa-

mante diferentea.

Bl m@sculo abductor posteriox prn@nﬁ"uu
na notable variabilidad qua. ni ves tenga que ver oon la
prolongaciln excesiva del cierre forsado de la concha y
las condiciones de anosia subsiguientes, siendo da notar
la notable elavacifn del contenido de agua sn el m@sculo
dal animal 1; la variabilidad es muy fuerte en todos los
casvs y la pressncia de asfioares solubles es constante y
acentuada, Con animmles frescos fud posible obtensr una
pequefia musstra ds glucOgeno muscular, mientras qﬁo con
animales no tan vivaces los resultados MmMnl fueron
may bajos.

%n el hepatopincreas del animal i, supues-
‘unmu als famllico y anBxioo que los demis, se mnnttm
unos niveles de glfcidos muy notablemente bajos, mientras
que en los otres dos los agnm.tdol son altos. Con anima-
les muy frescos se pudo nbtmur una pequala -hutu de glu~
cSgano de hepatopincreas, mientras que con animales viva-
cas parc no tan freascos no pudisron obtanerse dmu.d-dn
apreciables des gluclgenco. Estos hechos nos hiciaron pensar
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GRAF1CO 3.8

Comprobacifn de la variabilidad, de
l1a concentracifn de glucBgeno,con raspacto al pe-
80, de un mismo Srganc, en animalas distintos per-
tanecientes s un mismo lots, todos allos en buenss
condicionas. .

Las datearminacionas se efectuaron
por el método da la antrons wedificado., Bl &rga-
ne utilisado para este sxperimento fuf ia jatnba
da Polichinela, por sar un Srgano qua contienas
siempte niveles z)ltos de glueSgeno,

"hoe -alvelss vianan expressdos como
mg de glucBgeno por cada grame de paso frasce del
Srganc, as dacix, las cantidades -lpr-nnh ¢] tan-
to por mil de gluafgane.

En cada columna sa indica si el in-

" divlduo en cuestifn ers macho ( M ), hembra ( B )
® bian 2i se trata de un animal inmaduro de sexe
diffcilmante discernidle ( I ). En 1la bane de ca-
da columna se indiaca el peso fresco, en gramos,
dal 8rgano corxaspondiante,
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en la posibilidad ds que el hnfntoplnor-n- sactuase Gomo
regulador de los niveles de glicidos circulantes y como
primer punto de -uvililnuiaa.dn reservas., Las d-tnruiniw
ciones de glucfgenc en sl animal completo incluyen ests
gluoSgeno ( cuantitativaments pequefio, debido al peso re-
lativo hepatopincreas/génada, por ajemplo ) que también
puede ser una fuents ds exror por ser ripidamsnte degra-
dado por el animal en condiciones adversas, ohtnnilnﬁon-
asi variacionas no estacionales en el contenido de gluct-
geno segfin el estado de alimentacifn del animal y, espe-
cialmentes, segln sl tiempo &- alloxia, ii tiempo transcu-

rrido desds su extraccoifin del mar.

En ol pif se encuentra una cantidad de
glucSgeno y de astcares muy hijl sn comparacibn con los-
restantes 8rgancs, comparado inoluso con sl bords del man-
to; probsblemente ests escases da glfcidos se deba a la
escasa funcionalidad de dicho Sxgano en eun animal de hi-
bito tan sedentaric como @ste. X1 borde del manto se
4tferencia produndaments del manto tanto en lo referants
al aspecto morfolégico ~-golor, adhesividad a la cunahi.
propiedades mecinioas, sensibilidad, etc.~~ como en el de
su coaposicifn bioquimica, ouﬁ niveles de glucfgeno y de
asfoares muy bajos en comparacifin con loa otros &zqinnif
estudiiados y sspecialmente aoﬁ respecto al manto, proba-
blemente debido a qua no se encusntra invadido por el
tejido gonadal,
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Tambidn se estudid la variadifn da los
niveles de glusfgenc y axficares totales en alguncs Srganos
{ manto, joroba de Polichinela, hepatopincreas, mdsculo
abductor posterior, pié ) seg@in el estado fisiolfgico del
animal ( estadios 0, 2 y 3 al final ) en animales de un
nigme lote, suficientemente vivaces ( se trataba de eli-
minar al méximo el factor de alteracifn de hambre y anoxia
antes sefalado ), pudidndose comprobar una notable unifor-
niddd en los contenidos de gluvbgeno y proporcifn de azd-
cares solubles en hepatopinarsas y mfisculo abductor, asi
m:-b‘ sn el pid, en el qus 16! niveles resultakban suy bajos.
En cambic habdia fuertes oscilaciones en manto y en joroba
de Polichinela seyfin -l ciclo biolSgico, siendo miximos
los nivelss de gluclgenc en el estado 0 y minimos ex el
3 despuls de )la liberacifin de los gamatos, Spoca en que
la proporoifn de asficares solubles sa hace tanbién nwr.
aunque esta properaidn se unntnn!n bastants constante
an todos los gascs. Tambiln, en todo caso, la joroba de
Polichinela pressntaba n&vnl.q ds glucBgeno mis altos que
los del manto, aunqgue la proporcifn de descensos de nive-

les on ambos casos sra del mismo orden.

En cuanto & J.l' importancia cuantitativs
ds todos #8tos niveles cabe sefialar en primer lugar la
reserva contenida en al manto, Brganc gque alcanEa un peso

proporoienal mucho mayor qua cualquier otra parte viva
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del animal; la joroba ds Polichinela asti sujeta a fuer-
tes variaciones de tamafio pero su importancia relativa

en el contenido de glucSgeno del animal la suponemos mis
bien bajs, como oourre en el oaso del hepatoplncreas y
en el del msculo, atn cuando el conjunto de todas estas
partes tenga ya en »! una influencia suchc mayor sobre el
contenido total de glucSgeno del anisal. Tasbidn debido
a que el manto y la joroba d-‘!uliuhintln son plttlldl

la miswa g6nads, fueron Sstos los 8rgancs utiliszados
preferentements para la obtencifn de glucSgeno a esca-
1 de laboratorio, con un material de base uniforme y
con un contanido de gluclgeno con respecto al peso fres-—
oo ( esourrido ) del orden d-l‘ﬁ al 7% de glucbgeno;

este waterial ha resultado {dSnec para el perfecaionamien-
to de los mitodos de axtraccifn y cuantificacidn de glu-
ofgeno axpuestos en apartados precedentas.
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I

‘i‘ AMILASAS

4,1 DETERMINACION

4,1.1 METODO DEL YODO

Los datos de FRAGA Yy LOPRZ-CAPONT { 1958 )
indican la existencia de abundante cantidad de maltooligo-
saclridos en los tejidos dil mﬁjilldn, azficares qua‘na‘pue—
den provenir mis que de la accifn de amilasas lobr-ldi glu~-
cbgeno. Lh presencia de dichos mnlﬁnoliqalnclridol Y glh-
cosa ha sido tambifn comprobada por nosotros en divarlot
Sxganos del anima) vivo, asi como la ﬁrtinnuin de activi-
dad amilfsica en los mismos nediante aramntoqra!!n‘( v&i—
se &l apartado 5.2 ). BEn la bibliografia sobre el animal
habia sido c¢itada ya la presencia de una amilasa digesti-
va en el hepatopfncreas ( YOX, MARKE, 1936 ) activa sobre
el gluclgenc y el almidén, pero las elevadas cifras indi-
cadas por FRAGA y Lorx:nclrour, asl como las nuestras,
nos hicieron pensar en la posibilidad de existencia di
amilasas en tejidos no ralacionados con la digestidn, sien-

do halladas an casi todos los casos.

Para 1a determinacién de amilasas utilisa-

mos primero un método cromatogrifico ( apartado 5.2 ),
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muy impreciso y en modo alguno cuantitativo; s8lo resulta-
ba demostrativo de la presencia de amilagsas en el tejido,
sin medir los niveles ds Sstas. Los restantes métodos co-
nocidos de determinacién de amtdhsas partenecen & dos
grandes gruposi: uno yue se baga an la desaparficitn del co-
lor asul del cuublnjo yodo-almid6n por la digestifn del
almidén por efecto de las amilasam; el otro se basa en

la aparicisn ( y su determinacifn cuantitativa ) de gru-
Pos reductorss originados en la rotura da los enlaces glu-
cosidicos de la cadena de glucdquno o de almiddn pwr efec-
to de las amilasas sobre dicho polisacfrido.

Al segundo ﬁrupo citado corresponden los
mltodou de B0MOGYI ( 1934 ) y de YOUNG (1961) basado en
el anterior; al prxmur qrupo unrrenpondan los ¢onocidos
mbétodos de SMITH y ROX ( 19&9 } ¥ el amiloclistico de
8OMOGYI ( 1960 ). En un prinecipioc se utiliraron los mbto-
dos del sistemn yodo-almidén con los reactivos preparados
ds la casa "Schweizerhall” concebidos para la determinacitn
de amilasas en sangre o en otros 1iquidos orqlniaol, dan~
do, con muy ltgqran adaptaciones, resultados muy nucpta-
bles en cuanto a sensibilidad y reprodueibilidad. Bn prin-
cipio el métode se basaba nh lo siguiente: se colocaba en
un tubo de ensayo 1 ml de solucifn tampbn de colidina-ClE

25 nM a pE 7,5 con ClNa ( activador ) 0,025 N que conte-—

nfa almidén scluble al 0,5%, y sme depositaba &l tuboc en
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un bafic de agua termostatado a 37°C; se afiadfan 0,02 ml
de problema, incubfndose duflnt- 30 minutos. La reaccidn
se datexia con 0,5 ml de ClH 0,1 N. Posteriormente se afia-
dtan 10 ml de soluci6n de IK al 1 por mil con traxzas de

I0 K. La intensidad de la coloracidn axzul, medida ﬁn un
colorfmetro & 578 nm, es inversamente proporcional a 1a

cantidad de amflasa prlllntiiinlﬁl problema.

Este método bisico fub 11qaraiantn moaifi-
cade por nosotrxos para lograr una mayor optimizacifn del
nismo para nuestros fines, asl se cambi8 e) tamptn de co-
114ina~ClH por al mis usual tampfn de Soafatos 0,1 M con
un pH entre 6,9 y 7,0 por smer $ste el pH Sptimo mis com@in
en las amilasas animales { CHABAS, 1959 ), y tamhi$n por
tampbn de acetato 0,2 M pH 4,9-5,0, pH 6ptimo mis comén
para las f-amilasas ( CEABAS, 1939 )}, dado que an ia bi-
bliografia se sefiala gue el estilo cristalino de mejillén
contiena una amilasa del tﬁpﬁ g-amilasa { YONGE, 1931;
COE, 1945; EASEIMOTO, KIJUKA, 1956; VEXSEE, JENSEN, KLAJN,
1963 ). FEn Algunas ocasiones se aumentd la concentracibn
de tampbn del sistema para fijar el pH de un modo més fi-
jo, como en sl caso de las determinaciones de pH Sptimo,
aungue teniendo an cuenta que el exceso de concentracibn
de sales no afectara la\nctivtdud dal ensima de un modo
axafferado; el sustrato mis cosunmante utiliszado fué almi-

48n soluble "Panreac”™ al 1%; su conservacidn se haotla pro-
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blemftica dado que a temperatura ambiente se conservaba
poco tiempo y a temperatura fria ia amilosa se iba insolu-
hiii:nnﬂo paulatinamente; por esta razfn el reactivo ld
pinbnrlba a menudo, desastimfindose como miximo cada una o
dos semanas de utilizacidn. 8e intuntﬂ‘utiliznr amilosa
pura, pero su slevada insclubilidad impidisd que se pudie-
ran alcansar concentraciones adecuadas, TambiSn se probd
la utilixacidn de glucbgsnoc como sustrato para alas ami-
lagsas, pero el color que Gste daba con el yodo era excesi-
vamente pdlido para permitir una lprcdiadibn ib‘Iutiﬁiﬁn—
temente fina de la actividad amildsica, por lo gue comun-

mente se utilizd el almidon al 1% como sustrato,

Dldﬁ la notlbli varinhilllld an cuanto a
1la ﬁrnlineiu de amilalnl en los distintos Srganos se uti-
1ix;xun annttdaduu mayores de problema, gue llegaban has-
ta el 208 del volumen total de materfales rcnnuiohantﬁl.
Estas modificncinn-u nos llevarona a 1a‘ut111:a=16n de un
nicrombtodo consistente en poner en los tubos 0,250 ml de
tamptin a una concentracifn de 0,2 M/]1 y al pH deseado,
0,100 ml de solucifn de llﬂidﬁn soluble al 1% en agua, vy
0,050 ml 4¢l homogenado 1:5 o 1:10 del tejido en cuestisn,
utilizando para todas las opnr&cioncu micropipatag de en-
rase antimftico. Li‘rnacaidn se efectuaba en un bafio de
agua termostatado ﬁ 3o°c’( para las determinaciones i PR
6,9 ) o a 25°C { para las determinaciones a pH 4,9 }, ¥y
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se datenfa la reaccifm a los 520 minutos ( segfin la acti-
vidad presupuesta para el homogenado y la concentracifn
de $ste ) con 0,500 ml de CIH 0,1 N o de C1K 0,2 N --no
se apreciaron diferencias riotables en lasutilisacién de
esta concentracifn de icidn cbn r-iplcto a 0,1 N, ni tam-
poco en la utilizacisn de ClE 5 W incluso, aungque en este
cASO Se apreciaba una ligera turbidez producida probable-
mente por desnaturalizaciéin de proteinas del homegenado.
Un efecto de turbidez semejante se producia al intentar
detensr la reaceifn con 0,500 ml de fcido tricloroacstico
al 5%; por aata razén se prefiril utilizar 0,500 ml de
C1E 0,2 N, ya que se comppobl que su efecto de detancién
de la actividad auilluica'-urn'clnrlﬁnnt- PAyor, aungue

en valores absolutos bajos,

El tiempo da incubacifn se bajl considera-
blemente, en espacial en incubaciones de tejidos con un
fuerte contenido en amilasas ( hepatopfncress ), y tambidn
en los casos sn que la concentracitn del homogenado era
mEs alta de lo comfin. 2l tiempo de incubacifn oscilaba en-
tre 5 v 10 minutos para hepatopncreas y de 15 a 28 minu-
tos para los deamis Srganos. El revelador de yodo se siguib
utilizando del mismo modo y con 1a misma concentracién
con el mismo volumen {( 10 ml }, vm que con sBlo 5 ml se
obtania una coloracifin demasiado intensa en los blancos

de reactivo.
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Como fuente de error importante ancontra-
mos la de la no total detenciSn de la reacciin amiloclis-
tica por sfecto del C1H 0,2 N ( incluso con el ClH 8,K )
especiaslments si se dejaban los tubos un clerto tiempo
a temparatura imhinnin antes de verter en eldos el reac-
tivo de yodo; este fnnﬁnﬁno se vels agravado si se dajaban
los tubos en sl bafio de incubacitn., Para obviar esta dLfi-
cultad se decidis poner los tubos en agua con hielo en el
mismo momento en que se detesmia &a reaccifn con el ClH 0,2
N, evitindose da este modo la actuacifn del enzima despubs
de haberse decidido el final de la reaccibn.

Las lacturas se afectuaron sn un prin-
cipio a 578 nm; posteriormente se determind sl espectro
de absorcifn de la luz visible del compledo yodo-almiddn
(para e) almid®n que utilixfbamos corrientemente) y wse
obtuvo un mAximo a 625 nm, por lo que el resto de las lec-
turas se efectuaronsa dicha longitud de ondz, a la cual la
sensibilidad del método es whxima, La. interferencia a que
dan lugar las proteinas y el gluolgeno {( en forma de tur-
bides ) presentes en el homogenado es prlcticum-ntn des—
preciable en estas condiciones, toda ves que la d11uoL6n
final --en sl momento de la 1-cﬁurl-- es muy fuerte ( 0,05
ml en 10,4 ml, es d-air,'un 6548! ). Los errores debidos
sl manejo de vuldnnnil ia-ultnhan constantes, y, por tan-
to, anulablex en las series, ﬁﬁr ia utilizacifn exhausti-

va de micropipetas de enrase automitico, que se utlliza-
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crAEico 4,1

Comprobacifin de la afsctividad dal
nfitodo amiloclfstico de¢ deterninneifn da las ami-
lases con un homogenado 1110 de hepatopfnarens ds
maji118n y con tianpos de incudacifn variabdles.

La eurve indfica la plrdids &a color
dal sempleajo yodo-alnidfu per dasapariciln da fo-
te Gltimo por afecto da la amilass contenida en
el hemegenade prebdlema.

Esta determinacifn sa llavl a cabo
sagln las indicuciones contanidas en el texto Y
con les reactivos praparades "Test Schveiserball”,
modif tefudoss Snicamente al 4dato reafarante sl vo-
 jumen de problems utilizade, que en este caso ful
de 0,100 ul,. Los puntos raprasentan los valores
sedios de dos deataruinsciones.
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han en todos los capos las mismag para cada serie.

Siempre ss inclulan blancos y blancos de
reactivo sin enzima para poder contabilizar cuantitativa-
mente la actividad enzimitica. El problema mis grave gque
ae nos prllnhtﬁ‘-wc indiscutiblemante la primcipal fuente
de error cvonocida-- fub al de una mescla inperfacta de los
materiales reacclonantes, probltn; gue viene agravado por
@l escaso volumen de los mismos. Este problema tratamos
de solventarlo agitando fuertemente los tubos o bien some-
tifndolos & un agitado vertical ( lavantande los tubos u-
nos co ¥y dejindolos caer sobre el fondo de la gradilla )
repetido con lo gue las gotas sa reunen en el fondo del

tubo donde se mesclan suficientemente.

Las medidas de tiempo se efectuaron en to-
dos los casos con un error absoluto miEximo de 15 segundos,
siendo sl error tipo de unos ¢3 sagundos. Para conseguir
datos mis exactos se hicieron, en todas las occasiones, al
menos dos pruebas con cada problema, d&ndose como resulta-
do vilido la ﬁndia de ambas daterminaciones en el caso de
que la diferencia entre ambos datos fuera suficienksmente
pequafia; en caso de ser bastante alta se desestimaban am-
bos datos y se repetia la detarminafifn.

La temperatura a la que incubar los tubos

fuk inicialmente otro problema, ya gue los métodos conce-
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bidos corrientemente para la detaerminacifin de amilasas
que conocfamos eran para amilasas de animales homectermos,
eon Optimos por encima de los 317°C; perc en este caso, al
trntqt:n'di un poiguilotermo marino, en cuyo medic ambien-
te las tuhpcrnturau vrara ves salen del margen entre 5 y
30°c ( dtntko'dal adua, en la bajsmar pueden subir hastan-
te mll') se utilizd desde nl'principio la temperatura de
30°C como tmr-atua de inmcubacién tipo, hasta que pﬁdi-—
nos d-t.rminlr‘ll temperatura 8ptima para cada actividad
.anillniaa, Y que results ser da 25°C plri.lla amilasas dﬁu
terminadas a pE 4,8 y de 30°C para las de pH 6,9-7,5, uti-

l{zindose desle entonces dichas temparaturas.

4,1,2 METODO DEL ACIDO 3,5-DINITROSALICILICO

La daterminacifn reductométrica de las a-
nilasas alti‘hnatantn'nxtandtdn por ser una madida clara
de la actividad amilbcilltian del enzima. El mBtodo de de-
terminacitn de los grupos reductores aparecidos como re-
sultado de la accién del enzima gracias a la Beacoifn dul
dcido ’,S-dinitrulllic!liud con Gstos ( CHABAS, 1969 ) es
un,procedimtento de eleccisn pnrh'ln‘dot-rminlaiﬂn da la
motividad amilfsica. Nosotros utilizawos el mbtodo citado
por CLARK ( lﬁsl‘) que se basa en la utilizaciSn de un
reactivo alcalino con el fcido 3,%5-dfnitrosalicilico (

5 g dal Scaido Aisublto en 100 ml de NaOF 2N a los gque sa
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erAFICO 4.2

Estudio de la aparicifn de zsfcares
reaductoras (en cnntldqd propoxeional s la densi-
dad Bptica) en woa misns nusstra de anilasas ds
kepatoplinareas da mefillls segln ¢l tiempo da in-
cubscifn del problema con 1la soleseifn de almidén.

Las datarminscienes se¢ efactuaron
utilinande el resctivo dal fcido 3,5-dinitrosali-
cfiisc sagln al nitode explicado ez el texte.

: En A tensmos al rvaasultade cobtenido
con al pi del tanplu ajustado a pH 4,8, ¥y en B
s ph 6,9,

La diferents forma da ambas cuyvas
ys noe finduce a supomer que la actividad amilfei-
as dal preblema no se deda & un sole ensima sino,
al menos, & dos easimas diferantes, puestéd que
diahas curvas son diferantes seglin se detersine
1a actividad al plil Speimo de una v otra actividad
anilfitca,
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afiafflan 150 g de tartrato sSd{co-pot&sico y agua hasta 250
ml, calentindose hasta la tota) diszolucifn de los materfa-
las y diluyéndose luego hasta 500 ml ).

Como sustrato se utilisé una solucidn de
gluaﬁﬁnnn de mejillén al 0,8% { p/v ) en tampdn de fosfa-
tos pH 6,9 o bien en tampSn de acateto pH 4,8; de esta
solucifin se tomaban 0,4 ml, a los que se afiadfian 0,5 m)
de la solucifin =problema --homogenado—- incubfindose el
eonjunte 10 minutos a 30°C, La reaccifin se detenia en el
momentoe oportunc con la adicifn de 1 ml del reactive del
fcido 3,%-dinitrosalicflico, calentindose sequidamante
los tubos en un bafio de ebullicifn durante % minutos; pa-
sado este tiempo se diluila el contenido de cada tubo con
20 nl de agua destilada, leyéndose las densidades Spticas

a %40 nm frente al blance t-itiqu.

Este método,utilizade del modo descrito,
nos daba n‘iwlﬁu may altos, por lo qua dis minuimos la con-
cenjracifin del problema, diluyando los hemogenados con
agua hasta tener cifras adecuadas. Este método es sencillo
y sfectivo, pero tiene el grave inconveniente de determi-
nar la presencia de gran cantidad de glficidos reductores
prasentas an el homogenado en cantidades elevadas, con lo
que we enmascara el resultado de la prueba y hace que se

pierda sensibilidad y aumenten las fuentas da error.
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| . Du.tudol,nbﬂot, con la utilizacibn de
este método conseguimos ya una clara diferenciacifn de
in- actividades de las amilasas segfn la acidex del tam-
ptn utilizado, como puede verse en el grifico 4.2, en
oA que se puede apreciar que la forma de las curvas de
la astividad frente al tiempo  ( on niveles de material
reductor aparecido ) es sensiblemente diferente; asimis-
wo puede comprobarse el slavade nivel de paterial re-
ductore pressnte en el homogenado, 1o que le han‘pnrdér.
en este caso, una buena parte de su sensibilidad al mé-
todo.,

4,7 AZUCARES RESULTANTES DE LA ACTIVIDAD DE LAS AMILASAS

1{,2.1 DETERMINACION POR CROMATOGRAFIA

Al compssbar la presencis de natiﬁlind
amiligica en homogenados frescos de diversos Grganos del
mejillén, especialmente en sl hapatopfnoreas, dqctdinnn
sfectuar separaciones cromatogrificas de los azficares re-
sultantes de dicha actividad sobre el aglucfgeno. Estas
determinaciones cualitativas de axGcares contenidos en el
mejillén ya fueron llevadas a cabo por FRAGA y LOPEZ-
CAPONY ( 1958 ), encontrando, dichosautores, que todos
sllos pertaneffan a la serie de los maltooligosackridos
Y que ademfs hablia elevados niveles de glucosa,
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Las primeras determinaciones se sfectuaron
sobre papel "Whatman” 31-ET, pero este papel tania el in-
conveniente de su axcesivo grosor, con lo que al deasarro-
110 resultaba excesfivaments lanto y los lavados Adiffeilas)
posterioxrmente se utiliz8 el papel "Whatman® num. 1, mis
delgado y apropiado para el fin gue lo utilixfbamos.

Tambifn se utilizd la cromatograffa sochre
capa fina en placas tamponadas y ain tamponar de tierra
silicea { "kimnalgal” *"Merck® ) o de silicagel G ( "Merck"”
), preparadas haciende una pasta homogéinea de 30 g del ma-
tarial y 60 ml de agua destilada o del tampfn diluido re-
querido por el método, Tambi#n se utilizaron cromatoplacas
preparadas de silicagel G "Merck® sin indicador de fluo-
rescencia, En todos los casos el grosor de la placa que
se utilish fud de 0,25 rm, lo cque da un tiempo de desarro-
1lo de unas pocas horas ( segiin el eluyente utilizade )
para placas de 200x200 mm y de menos de una hora para por-

tacbietos.

Los eluysntes utilizados fueron los siguien:
tas: ilmopropanol / Scido acktico / agua ( 3:1:1 ) selalado
por CLARK ( 1964 ); n-butancl / etanol / agua ({ 40:11:19 )

{ DAWSON, ELLIOTT, ELLIOTT, JONES, 1969 ); acetato dla eti-
lo / piridina / agua ( 2:312 ) ( DAWSON, ELLIOTY, BLLIOTY,
JONES, 1969 ); n-butanol / piridina / agua ( 5:3:2 )

WEILYL, BANKE, 1962 ); n-butanol / lutidina / agua ( 4:5:1 )
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( WEILL, KENKE, 1962 ) y matanol / acetona / agua
( 4:8:51 ) ( RANDERATH, 1969 ).

Los primeros dasarrollos sobre papel se
efectuaron en el interior de una cimars constituida por
dos vasos de precipiatdos de 1 litro can‘lil bocas unidas
con esparadrapo o cinta adhesiva, asegurando su unibn,
firmera y hermeticidad; el papel se ponia prewiamente en
el ineerior de esta cimara adnptaﬁda-la forﬁa de un ci-
1indro, sujetando sus extremidades con una grapa © con
'elips’ de pléstico o de acero {noxidable ( segfn el elu-
yente fuera Scido o disolvente da pléstico roiﬁuﬁtlvnw
mente ), procurando que ambos bordes del papel no se to-
caran; o bien, caso de la nupﬁrposiéi&p.inuvitiblh de una
sona del papel, procurar que las manchas a desarrollar
quedasen a mis de 4-5 cm de dicho hara; aémﬂn. Este oi-
lindro de papel se mantenfa en pik iobr& su prbbiu base
ceraa de la cual se depositaban las manchas a desarrollar
~=gcon un 4idmetro miximo de unos 6 mm-- separadas entre
sf unos 2 a 2,5 sm y separadas del Hﬁrdd de la base por
unos 3 a 3,5 cm, Se procuraba que nl cilindro no tecara
las paredes da la clmars y se ponla lobre al fonde del
vaso de precipiatdos inferior el nluyant- por mndio da
una pipeta, cerrindose acto seguido la qlmlra con el

ssparadrapo.

Este m&todo di6 resultados muy aceptables
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para la cromatograffa sobre papel, con una alta repro-;
ducibilidad. En algunas ocasiomes se unieron los dos
bordes, sin tocarse, cosifndolox de una manera laxa con
hilo y aguija; para acelerar el desarrollo se pegb un cir-
culo de papel de filtro normal al fondo del vaso de preci-
pitados supatios, empapindolo de eluyente antes de cerrar
1a ofmara, con el findede gque la saturacifn de la cémara
fuera rdpida. Posteriormente qu'utilixb'unn ofmara de vi-
dric vertical ortogonal con tapadera, de 4 litros, apta
para efectuar desarrollos m@ltiples y pasa el desarrollo
de placas de 200x200 sw. Cuando se utilizaba esta afmara
se pegaban a los lados verticales estrechos sendas tiras
de papel de filtro empapadas de eluyente para saturar la
cimara. En cromatograffa sobre papel, cuando se efectuaban
varios desarrollos al unfsono se fijnbin sobre la boca

de la vasija tantos hilos en sentido lateral como pape-
les distintos se pensaba poner en la cfmara; se sujetaban
a los lados con cinta adhasiva y de ellos se colgaban loa
papales mijetos con 'clipa’, de tal modo que se mojaran
al menos 10 rm an el eluyente depositado sn el fondo de
1a vasija; en algunos casos 316 buen resultado el soser
con agujs e hilo de un modo laxc los papeles a dicho hilo
horizonkal.

Para la cromatografia en capa fina sobre

portas se utiliz8 una pequefia cimara vertical de las utl-
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l1{zadas para el lavado &e prepasmacionas histolbgicas, pro-
vista de tapa vy a la que s8le tuvo que pegirsels un paque-
fio cuadrado de papel de filtro empapado en eluyente para
poder utiltzarlo como cimara de desarrollo. El finico pro-
blema serio de tales cfmaras era a)l defactucso hermetiamo
de la tapadera, aspecto gue se solventaba unifndola con

ssparadrapo o cinta adhesiva durante los desarrollos.

Para 1a extensnifn de placas de cromato-
grafia da capa fina se utf{l1zd un aparato "Chromatoset”
de placas deslizantes y de grosor de capa ajustable, con
el que ge obtenfan placas en las que habia zonas no uni-
fornes longitudinales que eran ouidadosamente evitadas

en los desarrolios cromatogxificos.

Para la uxnmﬁtbqrnila sobre pnpc;, gi
sluyente que nos 418 mﬂjﬂrﬁﬁ‘tliultldﬂlﬂfn‘ el n-Sutanol /
atanol / agua ( 40:11:19 )utilizado sobra papel "Whatman"
num, 1, Este disolvente separa suficientemente la maltosa
de la glucosa y la maltotriosa de la maltosa como para
poderse identificar distintaments, aungue COR un axXCesO
de alguno de estos matdriulnu pueden dar lugar a una tUni-
ca manche largs, con "colas” que se uupnrpcninalrlnbitn
resultd muy ttil el isopropanol / &cido ac¢ltico / agua
( 3:311 ) que da una buena separacifin entre maltosa y
glucosa, no separando la maltotriosa, aungue este disol-
vente sa abandon8 pronto dubido a que hidrolizaba una pe-
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quefia ~-paro datectable cromatogrificanente-- parte de la
maltosa dando glucosa, y originando asi un artefacto. En
cromatoyrafia sobre capa fina resultd nﬁy ftil el disol-
vante metahol / acetona / agua { 41511 ) que separa su-
ficientemente bien la maltosa, la glucosa v la maltotriosa,
aungue un exceso. de material an cualquiera de las manchas

cerigina una superposicitn de las midgmas,

En cromatografia sobre placas de 200x200
mm nos fuf de mucha utilidad su cortado en forma de cufias,
para conseguir una mejor lnﬁarauiﬁn { en forma das acento
circunflejo en lugar de an forma de manchas edfémiaxes,
permitiendo asY una mejor separacifin en vertical de los
diferentes axficares al daprinirlin an sentido horisontal.
Debido & sus muchas ventajas se utilies,esta modificacibn

en casi todas las determinaciones.

na ves desarrollados los Cromatogramas .
se procediz a su revelado. Para efactuarlc se ensayaron
diversos procedimientos. Para la cromatografia sobre papel
el mbtodo gque nos 418 mejores resultados fub el método del
nitrate de plata ( DAWSON, ELLIOTEZ, BLLIOTT, JONES, 1969 )
de elevada sensibilidad y reproducibilidad, Dicho mbtodo
e basa en la reducciSn a plata metflica del NOjAg en me-

dio aslealino por efecto de los asficares reductores.
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Para proceder al revelado Be soaca el pa-
pel a la estufa o en una corriante suave de aire calien-
te hasta que ha desaparecido toda traxa --olor-— del di-
solvente y el papnl adquiere la rigidez que le as propia
debido a la sequedad. Una vex completamente seco, el pa-
pel se introduce en una soluciBn de nitrato argntico en
acetona preparada afladiando 0,1 ml de solucifn saturada
en agua de NOJAg a 20 ml de acetona pura bajo fuerte agti-
tacibn; aparacen unos finos cxistales que se redisuelven
an la acetona al afiadiy unas pocas gotags de agua a la mis-
ma y agitando éontinuamente, Una vesz expapado uniformemend
te el papel con esta disolucifén se deja secar de nueve
y se puiveriza finamente ( en la vitrina de gases ) con
NaOH 0,5 N hldrualaohﬁliao, pr¢pu:ado disolviando NaoOH -
acuoso saturado con nuficinﬁte‘atnnnl —=a pru!arihin Qﬁi
dicha solucifn sea relativamente fresca--. 1L.os h:ﬁ#iﬁdﬁ'
reductoxas ( y las substancias reductoras an gnnﬂfal }
aparscen como manchas de color pardo oscuro a nqgfu:ﬁb-
sobre un fondo oolor sepia Eluru: sata aparioitn ﬁiﬁn¢  :
lugar casi inmediatanente y‘iiimpr- antes de los 3 minu-
tos de la pulverisaci®n --que conviena mea lo mis fntensa
y uniforme posible--. Para poder conservar dnranta:ﬁn‘":
tiewmpo més o menos limitado ( el nutieiuntn‘pata p§dnr;
obtener un calco de los mismos, y como m&ximufunnl;aqéﬁr
nas ) es nacesario lavar el papel para separar ol @xceno
de NaCE vy al Agoﬂ-formado‘unh una solucidn acuvosa ddﬁénn-

trada de hidr8Sxido amBnico ( en la vitrina de gases ),
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con lo que el fondo queda de un color amarilleo pflide,
cani‘blnnco‘y'lai manchas, asunque plerden bwena parte de
su color, nuﬁtrnitnh mil‘ﬂunrt-unntn'lobrn el fondo, ad-
quiriendo un color pardo-amarillento a sepia oscuro. Des-
puls del lavado con amonfaco y antes de que acabe por des-
aparecer todo el color se lava el cromatograma con abuns
‘dante cantidad de agua desionizada, una y otra ves hasta
que &l agua de lavado no de reaccifn fuertemante bisica.

A continuacifn se deja secar el papel a la estufa o en
corriente de aire caliente. Como hemos sefialado, con el
tiempo estos cromatogramas van perdiendc el color hasta
hacerse casi totalmanta inintelegibles, por lo que es con-
veniente efectuar calcos de los mismos © blen marcar las
manchas con lfpis {ndicando 1a fntensidad del goler. Este
mbtodo del nitrato de plata es muy sensible y da reaoccio-
des claramente apreciables con menos de 1 ug de axfear

- reductor.

para el revelado de cromatogramas sobre
capa f£ina el método anterior es inutilizable, por lo que
se recurrif al método del anisaldehido~ feido sulffrico
( STARL, EALTENBACH, 1961 ) basado en la reaccifn del
anisaldehido con los aszficares refductores en nedio fcido.
Para procadar al rni#lndo se seca la placa a tamperatura
ambiente o bien se la momete a una corrinhtg suave de ai-

ra caliente hasta perdersa toda traza ( clor ) del elu-
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yente. luego se pulverita finamente la placa --aunque con
inil:tonni;,plrn empapar la placa-- ( en la vitrina de
gases ) con el reactivo de anisaldehide-ficido sulffirico,
constituldo por % ml de etanol de 95%, con 0,% ml de ani-
saidehido ( "Fluka” ) v 0,5 ml de Scido sulflrico para a-
nliiuil, con unni pocas gotas de fcido acBtico glaci&l

si las ﬁlacnl no astfin tanponadas. Una vezr asperiadas

ias placas se dejan horizonatalmente dentro de la estufa

a 100-110°C durante 15 a 25 minuntos hasta gue aparecan
manchas de un color pardo-granata-negruaco sobre un fondo
rosado y que corresponden a los diversos asficares desarro-
llados. Una ver secas y frias las placas se procede a cal-
carlas sobre papel vegetal, habida cuenta de la diffeil
conservacitn de estos cromatogramas debido a.su carfcter
palverulento y arostonable § que tamhién el color se pler-

de ¢con el tiempo.

¥n todos los casos, la cantidad de probla-
ma depositado en lol.puntn-'iniuinlon de desarrollo depen-
dt{a mucho de la posible concentracifn presupuesta de los
azfcares contenidos en el problema; para los homogenados
1:10 en ngul'dcnprutaiﬁilndﬁn por harvide Sigero y f£i)-
tracifn subsiguiente, estas cantidades oscilaban entre
S y 30 ul; en la mayor parta de los casos reasultaba nece-
sario hacer un desarrollo previo, sobre portas o sobre

tiras cortas de papel, y luego adecuar el volumen a depo-

sitar en e} cromatograma definftivo al resultado obtenido
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erArico 4,3

Cromategrana sobrs papel "Whatmasn"
aum, 1 de homoganados 1:3 sin dasproteinfinsr da
mante ( 2 ), de joxreba da Polichinela { 3 ) y de
hopatoplncraas ( 4 ) de un miswo animal.

Dasarrollade con isoprepamel / feido
aclticeo / agus { 3:1:l ). Ls cantidad de homogena-
do dapositads en cada punto infcial 4de los proble-
mas 2, 3 7y & fuffl da 20 wl.

Tanbifn ss incluyeron patrones de
maltosa (1 ) y de glucosa ( 5 ), 4a los que se
depositaron raspectivamente 30yyl® ul de soluaifn
da) asfear al iX. ¥

X1 ravelado da lo» Cromatogranas se
ofsctul cen a1l mftodo dal nitrato de plata.,

$4 obsarva la aduadancia relativa
de glucoss en el hepatopincveas y la relativs au-
sencin do asoares en @) mante. En la joroba de
Polichinala predenins 1la maltosa sobre la glucosas,
al revis dea lo qus paraes ocurrir en el hepatopin-~
arass.
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on el esasayo previo; de las solucionas patytn de axcares
al 1% ( glucosa "Erba” para microsnflisis ) o al 2% ( amal-
tosa “Merck® o "Fluka" ) aa‘ntililnhln corrientemente 1,

2 0 5 ul, Tambifn se procurd en todos los casos que el dif-
metro de la mancha sobre el papel o la placa fuera ds unos
3-4 me de di{fmetro y sfempre menos de 6 mm para avitar

dispsrsiones en las nnnchau;

4,2.2 RESULTADOS OBTENIDOS

Con las primeras cromatografias, efectua-
das con lsopropanol / 3cido acltico / agua ( 3:1:11 ) mo-
bre papel, sa comprobaron ya en parte los datos de IRAQA‘

LOPRZ-CAPONT ( 1958 ) segfin los cuabes, en los tejidos
del mejillén éampluto se esncontraba glucosa y maltosa. Se
comprob8 tambidn la inaxistencia de niveles apreciables
da diversas pentosas, fructosa, savarosa y galactosa, pa-
ra lo cual se efectuaron diversos experimentos con elu-
yentes y métodos de revelado diversos, utilizando los

patrones de asficares correspondientes.

L& presencia de glucosa y maltosa en los
homogenados de manto, joroba de Polichinela y hepatopin-
creas resultd clara y patanﬁa, con las diferencias en
cuanto a contenido y proporciones que pueden verse an -;

grifico 4.3. El mayor contenido en maltosz de los homoge-
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grAFICO 4.4

Crematograna sobra papel "WVhatmuan”
aun. 1 dea homegensdos 1:3 zin desprotainisar de
hepatoplinareas ( 2 ), joroda de Polichipala ( 3 )
y naute ( 4 ) da wn mniswe mejillién.

Kl desarrollo se 1llevé s cadbo con
butanel / etanol / agua ( 41:19:10 ) con lo que
e obtiane wna clara separsailn de maltosa y mal-
togriosa. La cantidad da hemoganado daponitado
en cada punto infcial d4e los prodblemas 2, 3 ¥y 4
ful da 20 ul.

| #a incluysron tambifin patromas da
glucoss ( 5 ) y malconas (1 ) da low qua sa dape-
sitaren rvespaativamenta 3 y 10 ul da selucionass
al 1% de estes materialeas, X1 ravelado se sfectud
son ol método dal aitrate da plata.

fe pueda observar 1la ralativa abun-~
dancis de glucoss ep el hepatoplnereas y tambidn
les bajos nivelas de maltoss en relacidn con los
de maltotrioss, sspacialmente en el manto, .
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nados 1:5 de los Sxrganos { sin desproteinizar ), se en-
contrabs en la joroba de Polichinela y sl menor nivel,
casl inapreciable en la mayoriz de los casos, incluso con
20 ul de honogenado, se encontraba en el manto. El1 conte-
nido miis alto de glucosa se hallaba claramente en al he-
patopincreas en todas las ocasiones, coincidiendo con ni-

veles relativaments bajos de maltosa,

Utilizando otro eluyente, el butano /
etanol / agua { 40:19:111 ), se cobtuvieron majot-:.lapi:n—
ciones en el sentido de dit-:-nuiar major la lgpurlniﬁh
de 1z maltosa de la maltotriosa, a pesar de que la sepa-
racibn nnﬁr- glucosa y maltosa ﬁo fuera tan bunnalnnhu‘
en al casoc del isopropancl / dcido acktico / agua ( i:l:l
). En el gr&fico 4.4 se puade observar también ln'npnxiu
¢ifn de mnltattiaia ademis de maltosa vy glucosa un‘loi'hn—
mogenados de hapatopkncreas, joroba de roliuhincll‘y-nih?
to, Se comprieba unalliqurn mayor abundancia de mlltoﬁrio-
sa sobre la maltosa y tambifn la notable --y continpuada--
presencia de apreciables nnptidndnn de glucosa en e]l hepa-
topincreas. Esta notable prasencia de glucosa y de maltoo-
liqolanlridna o8 la gque nés hizo suponer la existencia de
una noinhlu actividad amilisica mn dichos tejidos, acti-
vidad que se puso de manifiesto ( grifico 4.5 ) incubando
homogenados de estos tejidos con una solucifin concentrada
y tamponada de gluclgeno, polisaclrido que resultd degra-
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arAPICO 4.5

Cromatografia sodre papel "Whatman"
nun, 1 da homogansdes 1:3 de joroba de Polichinala
( 2y 2'"), vy da hepatoplneraas ( 3 y 3' ). La ho-
moganisaailin se sfectul en frio y ripldaments se
deasproteiniss usa parte de cads homogenado porxr in-
narsifin de corta duracifn en un bafo de sgua hir-
viente ¢ 2 min, )i la otra porcifin de cads homoge-
nado se dejf 30 minutos a 30°C en un balle termos-
tatado, precedilndons,pasado ante tismpo, & su rk-
pida desprotefnisacifa por harvide. Los 1lfigquidos
asi obtanidos se cantrifugan y se utilizan les
sobrenadantan.

En 21 estd sl resultado de 20 ul de
homogenado sin ingubar de joroba de Polichinels;
on 2' astf o) de la parte incudads del misme homo-
ganado ( 20 ul tandidn ); an 3 ¥ 3' sethn los co-
rraspondisntes a 10 ul de homnogensdo sin Lunsudarx
s imaubado raspeativamants da hapatopinareas.

| Ba 1 hay 16 ul da solucifn patrfn
de maltess al 1X 7y en § hay 3 ul ds patrén da
gluscsa al 1X.

X1l dessrrollo se efactul com butanel
/ atanel / agua ¢ 41:19:110 ) ¥y el revalado se lle-
v a términe con sl mnltodeo del nitrato da plata.

Con asts sxpreiencis se demuastra
1a presancia de smilasas da wan tipo que da como
resultado principalmente glvoosa (probablamante
por asociscifin con una maltasa), tanto nﬁ Joroba
de Polichinela dome ea el hepatoplneraas.
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erAFICO 4.6

Cromatograna realizade sobre croma-
toplseas de Silicagel G ( "Merck™ ) de 0,25 un de
aspesox, cortadas an forma da culla, da) afeasto que
tisnen sobxs el gluclgenc diversos hemogenados da
hepatoplnarans de nejilléa,

Al al de homoganade 1§ de hapato-
plinereas an agua £rfa ee la 2fiadif 1 m]l da solu-~
aifn de glusSgenc al 3% en tampln de scetato pH

. 4,8 sen I gota do woluciln concentrada de ClNa;
se incubf 30 wmisutes a 235°C y luego sa prosadil
a su dasprotainizaciln por hervido de 2 linﬁtol;
al sobrenadante ( 3 w1l ) da lugar sl desarxoello
saflalade en 2. Con etra parte de¢l mismo homegans-
do sa hize le mismo, pare asta ves el tampln era
tanpln de fosfatos pE 6,9 y la temperaturs de in-
oubaeiln de 30°C; 35 ¥l de sl schrensdante da la
dniprqtgintlnulan dan lugar al dasarrello 3. En
4 se puede apreciay sl rvesultade dal dqnnftqllo
da la incubasifn del homogenado con agua dastila-~
da sn las mnismas comdfciones. Zn 5 se -!pntil 1a
nisms operacifa que en 3 paro -ultituynntn‘jl ho-~
megenade por una selueiln dilulda de snilass "Ri-
eoevi” { a-amilasa ).

El desarrollo ss llevd a cado aon
metanol / scstoma / agua { 4:3:51 ) ¥ el ravelado
son anisaldehido-fcido sulfdrice.

S8a damuestra claranents la cltltnn-

gla dea amilasas capaces ds atacar s} :1-«8;;:0.
tanto 2 pH 6,9 come & 9K 4,8, en sl hepatopiacreas
da) mejillsa. o
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dado claramente a mnltoaligonnclridnl Yy gluﬂnuﬁ POY AC-
ai&n‘du entas amilasas, observindose un notable aumento
de diohos agtcares en los homogenados incubados frente

a los no incubados. En ulteriores experiencias se com-
prob8 el efecto amiléisico a difsrentes pH sobre capa
fina ( grifico 4.6 ), probfndose a pH 6,9 y 4,8 r-lpnn-‘
tivamente, reputados como los de mixima actividad teS-
rica de los dos tipos de amiddsas sefialados; se uump&ow‘
bS que a ambos pH se producia la degradacifn del glucBgeno
a maltooligosaciridos y qiucoln. Las incubaciones se lle-
varon a término a las temperaturas de incubaciSn a las
que la actividad es Sptima determinadas para la activi-
dad amilfsica a estos pH ( vBase el apartado 4.3.3 ),

s d-ai&, a 25%5*C la gque actfa a pH 4,8 y a 30°C la que

es activa a pH 6,9. En ambos casoy se afladt® ClNa sufi-

ciente como activador a las mexclas reaccionantes.

En ambos casos se comprobS claraments

la existancia de amilasas ﬁﬁl tandian a2 dar maltooligo-
sacfridos, especialmente maltotriosa. Parece, sin embar-
go, que la actividad a pH 4,8 puede dar proporcionalmente
maltooligosacridos de peso molecular inferior a los que
da la de pH 6,5, mis '‘dextrinificants’, como ya pnrnctlﬁ
apuntar los datos de las curvas reductomtricas de tiempp
/ actividad a estos dos pH ( grifico 4.2 ) y los datos de

ia bibliografia ( YONGE, 1932: COE, 194%; HASHIMOTO, Xi-
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m"co h,7

Comprebacifn da la presencia de mal-
tass cn_hu:o;yan‘ul 113 da hapatoplnareas de maji-
118u. E1 srematograms sa afectul an eromatoplacas
da Sdlicagel ¢ ( "Mayek" ) da 0,25 mm de espesor
cortadas en forma de culla,

o ; | | , A 1 8) de hemogenade 1:5 da hepato-
// J‘ plnereas do meii1l8n en agua fria se le aligdid 1
wf? al de polnci‘n da ualtesa s}l 3X; 0,3 nl da anta

Lo mascla ss desproteinisaron ripidamente por ebulli-
1/{ ;! o cdibn duranten 2 nisutes, ¥y 0,5 ml sa dcjlrui 30

] minutes a 30°C en baflo termostatado, al fiaxl de
1pi aualeas se dasproteinisd en igusl ferms.

Bn 2 astf el resultade del dasarro-
110 da 5 ul del material no incubade y oh 4 ol deal
homeganado tras As incubacifn, En 3 estf ol resul-
tado da 3 ul 4el sobrensdante ds la desprotainisa-
| oifn per haervido de 0,3 nl 4e¢ homogenade con 0,3
/o nl do sgua ( sinm ineubar ). Bu ]} hay I nl de selu-
cifin patréu de glusess al 1% y en 3 hay 2 sl da
selucifn da waltess al 1I. .

La apariciSn de un exsese de "mslto-
triosa™ en los desarrelles 2 y 4 se debe n 1- for-
nacifs da "colus™ por sar sxcesiva la cnutiiad da
ualtosa mevida.

Con sats prueba se damuestra.la muy
probable presencis ds ssltasa an al tejide .aitado
por sparscsy uas cantidad apreciable dt-qlﬁﬂ@pn
tras la incubacifn del homogeansdo con nlltﬁgi.
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JUNA, 1956 ).

La aparicisn de glucosa en los homoganados
pusde explicarse como proveniente de la fragmentacién de
maltooligosaciridos impares en maltosa y glucosa por efec-
to de las e-amilasas, o bien por rotura da la mnlto-n por
sfecto de la maltasa. La prnlnnnia‘dllcitc fltimo enzima
se comprobd en hepatopincreas ( grifico 4.7 ) al aparecer
abundante cantidad de glucosa tras incubaxr un hnannnndo
fresco con un nivel da‘mulﬁbln‘nﬁndidn bastante alto,
miantras que an el homogenado no incubado la cantidad de

glucosa presente resultaba michom mMehor.

En un,.prineipio, tras observar la forma
de las curvas reductomftricas de tiempo / actividad |
( gr&fi00 4.2 ), we pens® en la posibilidad de que la a-
milasa de pH Optimo 4,8 ¢ l‘ll que llamaremos en adalante
IM11III'"lc1ﬂI' para distinguirla de la de pH 6,9 o‘lmi;
lasa "neutra” ) fuera una B-nnili.u; Yy la "neuytra® una .
a-amilase, aungue luego hemos podido comprobar pot madio
de cromatografia de 1a actividad de estas amilasas sobre
al gluclgeno quh':mhal daban maltotriosa, sefial lncquiva-
ca de gue ambas son amilasas dil tipo a-amilasa. No se ob-
tuvieron diferencias cualitativas importantes en cuanto
a su modo de accifin sobre el glucfgeno., A pesar de ser am-
bas del tipo s-amilasa son radicalmente di!-rnntqi‘cﬁ,cu;n-‘
to a sus propiedades especificas,
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4.3 CARACTERISTICAS DE LAS AMILASAS DE MEJILLON

4,%7,1 CURVAS TIEMPO/ACTIVIDAD

El estudio de las curvas tiempo / activi-
dad de las amilasas da una idea bagtante clara del tipo
de amilasa de que se trata, asi las f-amilasas dan curvas
mis rectas que las (-amilasas o amilasas dextrinificantes,
por ser la accifn de las primeras mis lenta --perc efecti-
va-—- relativanente, mientras que la {-amilasa dextrinifica
répidamante la molSoula de pilisacirido y luego continta
atacando las pequefias nhli&ulil originadas. |

e estudiaron las curvas de la actividad
frente al tiempo de) mejilifn desde dos puntos de vista,
el reductombtrico ( con el reactivo del &cido 3,5-dinitro-
salictlico ) y el de determinacifn de la desaparicifn de
color del complejo yodo-almidén; en ambos casos se obtuvo
una diferenciactdn de las actividades ( gréficos 4.2, 4.8,
4,9 ) a los pH 4,8 y 6,9, 1o que nos suglers la existencia
de dos séstemas amilolfticos de) mejilldn,

La amilass "fcfda” ( la determinada a pH
4,8 ) da en todos los casos uncs grafos mis rectos que
los que se obtisnen con la amilasa "neutra” ( la determi-
nada a pH 6,9 ) incluse ouando se utiliza el mismo homo-

genado para ambas determinaciones. Los resultados de la
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érAF1co 4.8

Curva da la actividad amiliaica
franta sl tiempe de ineudaciblu de un honegenado
de hepatepfnareas da nejillln inaubade a pR 4.8,

%z ordenadas se sefialan los mg da
alnidén aonsumidos por gramo ds tejido fresso, 7y
en adsisae sa fndien ol tiempe de fncubacifn en
niswtes. Los pustes correspendsn a daterninaciones
fajcas.

El emparimento sa prepaxf ecem ) ml
de vanpbn de acatate 0,2 X pH 4,8 ¥ 3 nl da nolu-
eifn al 1X de alnddfn seluble "Panreac”; esta mes-
cls ss preincud8 wnos 10 sisutes a 23°C y lunege
se le afiadif 0,5 nl de homogenade 118 de hepato-
piucreas (homegenizade an agua destilada), dejfn-

 desa el msterial resultants eu inoubacidn a 23°C
durante tiempes variablas. '

Segfin ul xiempe se seperaven alicwe-
tas do 0,130 n} de s magela, ponilndose sstas '!‘-?_,
tras sn tubes,mantenides sn bafle de hiele, que gii?
stanfan 0,5 =l da C1% 0,2 N, Unz vas sepavades ii?'
des ies tubos cerrespendiantas a 1o liv-tjilftl-—
pos, se sfladieres s cada tubo 10 ml del resative
d4a yode, desarvelifindese sl selexr azul preporeio-
nalmente & la cantidad de alaidén remaneste.
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grAFIcOo 4.9

Cuxva de la sctividad amilisica
franta al tiempe da insubscifn de un homogeunado
da hapatoplnavreas de najillls inewbado & pR 7.5.

En erdaunadas se seflalan los =g de
alwidfn cousunidos ss las alfcuotas separadas, ¥y
en abciens el tiempo da incubaciln an wminutos.
Les pufitos cerrespendsn o determinacionss Unidas.

La experisncia se prepar$ com 3 ml
de tampln de gelidina-Ci¥ p% 7,3 y 3 ml da solu-
aifn 2a almnidSn solubls "Panreac"” a2l 1%; esta
masela se praineudd & ¥O'C duranta unes 10 minu-
tos, luago se 1a slsdieron 0,3 ul de howogenade .
115 de hepatepfnerean ( homogenizade en agua das-
tilsda ) y se dei8 an imcubaciSn a 30°C.

Sa l-p-rnt-i slfevotas da 0,150 u)
da la men¢la segin el tiempe transcurrido, pes
nifwdose diehe matarisl en tsbos aumersdos mante-
2idos ea bafio de hielo eonteniando 0,5 wl de CIE
0.2 N; una ves separados todes los tubos aerres-
pondisntas a loe diverses tienpen se las afiadie-
ren 10 nl del resstivo da yodo, desarrolliindoss
sl aolor asul proporsionsiwments a 1la cantidad da
almnidfn presente an las slfcnotas,
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reductomatria ( gréfico 4.2 } son muy elocuentes y nos
indujeron a creer en la existencia de una clara actividad
E-amilisica ( correspondfents a la amilasa fcida ) y de
una ¢~amilasa ( correspondiente a la amilasa neutra ) tam-

bifn claraments manifestada,

Posteriormente se repitid la axpariencia
con la reaccifn del yodo, obtenifndose los resultados del
gr&fico 4.8 para la amilasa fcida y los del quficd‘l.ﬁ
para la amilasa neutra, ru;d- observarse que la forma &ai
grafo correspondiente a la amilasa Scida es mucho‘ﬁln.r-c-
to que el de 1a lnxlnln-n-qﬁxn.nunqun las di!arannigl‘ﬁo

son tan significativas como en el caso de la reductometriz.

Del estudio de 1a accifn de estas anilasas
sobre -i glucbgano porx cronltuqrn!ll sa aulprcnd--Qu-‘lﬁ;
bas lon del tipo S-amilasa pero con algunas di!qr-nnin-
may ltgarnl. diferencias que sa ponen de nnnifinlto ttn~
bltn en el comportamiento dasl engina, - -lp-uinlnnntn !r-n-
te al tiewmpo de incubacitn, an el sentido de que 1;\@-;;1—
lasa S¢ida seria una anilasa con tandencia aparti& il‘ﬁoQ
lisackrido en mlltouligo-ndlridai de peso mulcculnt~:t;a-
tivamente bajo y en glucosa, mientras que la ﬂ-nmtlhin; 
neutra tenderia a darlos de tamafio algo mnyor,‘aunqdq‘514
ta distincifn es, en rnnlidid, bastante hipotética y basa-
da fundamentalmente en los datos de cromatografia y‘ép'iﬁ

forma de las curvas.
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4,3,2 COMPORTAMIENTO FRENTE AL PH

La determinacifn del pH 8ptimo de un en-
gima as un dato de valor muy agusado para su estudic y ca-
racterizacifn; la utilizacifn de reactives a pH diferente
del adecuado pusde dar lugar a artefactos y erroras de de-
terminacifn que anulan completamente los restantes datos.
Lin primeras determinacicones de amildsas en &) mejillén
las efectuamos a los pE de 4,8 y 6,9, por ser los sefiala-
dos en la bibliografia como 6pt1mhl parxa las g-amilasas y
las o-amilasas ( CHABAS, 1984 )., El hacho de encontrar a
estos pH una actividad amilfisica muy alta nos indujo a
creer en primer lugar la posible coaxistencia de una s-a-
milasa y da una a-amilasa, datos corroborados en parte
por los datos del apartado antarior, pero gue por las ra-
sones alll expuastas se puso de manifiesto gque se tfiti?

ba de una actividad a-amilfisica miltiple.

 Una vez gonstatado este hecho se hiiﬁ‘un 
amplic estudioc de la actividad frenta a tampones ﬁilir-ﬁ-
tes explorando una amplia parte de la escala de pH, con |
diferencias entre los diversos puntos de 0,5 unidldlllﬂ.‘
pE ( aunque en algunos puntos concretes se utilizaron

diferencias de 0,4 ¢ incluso de 0,2 unidades de pE ).

‘bado que la actividad anilfsica en he-
patopincreas de mejillén habla sido ya sefialada como
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digestiva ( FOX, MARKS, 193¢ ) sa pensd que probablemen-
te stz se encontraria en la varilla cristalina: por todo
ello se realizaron minuciosas diseocciones de muchos anima-~
les para obtener una cantidad apreciable de dicho mataerial,
de) que se determind al pH Sptimo del modo seflalado, estu-
difndose la actividad en un margen de pH desde pH 3,6 a
pH 8,0. Se obtuvo asf el resultado del gréfico 4.10, en

el qun'lt‘Vt que el pH al que la actividad es mixima es
de 5,0, resultando un grafo con un pico muy afilado sobre
este valor, lo gque indica que el margen a que actGa el
enzina es muy estraecho. Fn ulteriores comprobaciones, vy
gracias al estudio de dicho ¢griifico,se cbtuvo un pH Bp-
timo de 4,8 para la amilasa de varilla urintalipn.

. Ante sstos resultados se constat® que la
amilasa de pH 4,8 { £cida ) no podia ser 1a.t-upohluh1¢
de los datos obtenidos para sl pﬁ 6,9, ya que corriente-
mente Gstos eran mayores que los de pH 4,8. Para aclarar
este punto se determins, del mismo modo, sl pH Yptimo de
las amilasas de un homogenado completo de h-pntoplnurn;n
( incluyendo paxte de la varilla eristalina ). El resul-
tado pusde aobsexrvarse en sl gré&fico 4.11, Se observa
que un niximo de actividad se sitfa sobre el pH 5,0, i-
gual que en el caso de la v(:lilu‘criitnllnn sola ( en
hepatopincreas cuidadosamente despojados de los Qltimos

reastos de varilla cristalina se encuentra tambidn un cla-
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erArICO 4.10

Deaterninacifa del pE Sptine de las
amilasas 4a varilla existalins de mejillfn.

8a investigl la sscala de PE daede
pH 3,3 hasts pl 8,0, con tampenes da acetato 0,2
H{pX 3,52 5,0) y da foafatos 0,1 X ( »% 5.5
a 8,0),

Sa preparl la expaviencsia afladiando
a sada tubo numevade 0,5 ul de aloidéa a1l 1 por
mil, 0,5 ml dol tampln coxrsspenddente y 0,1 nl
da Clia 0,1 ¥M; uns vas praincubades los tubes 10
ninutos & 30"C ss afiadieron 0,1 ml ds homegenndo
auy dilufde ( 0,060 wg da pretains por nl ) de va-
rilla cristalina, prepaxade homogeninande finaman-
te 0,063 g de varilla cristaling fresca afnlada en
9 al da agus destilada y saparsnde ol material in-
soluble per centyifugscifn. A les 15 mivetes de
incubaeifn a 30°C se detuvo la resccifn afladiendo
s «ada tubo 1 ml de ClEH 0,1 X; & continuaciln xe
aladiaren 10 ml da]l reasative da yodo y se layf i
deparrvolle de celer asul en el celeximatre.

Sa obsarva una asstividad,olaranentes
nlxina, en pleo, & p¥ 5,0 , valor da pE da antra
les utilisados qus nis se apsexinma sl Sptime. A
partir da loas datos de la griéfica s« compruaba
qus al pi Sptimo da esta amilasa Snica deba zen-
trarss alredador da pi 4.8 & 4,9.

A pX 3,0 1la setividad antlfsics s
nuy slevada, correspondifindole el valer de 4,720
unidades SOMOUYI pox mg da protafina.
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erAFIcO §.11

Daternisnacifn de¢l pH Sptimo de lasw
swilasas ds hepatoplnereas de mejillfn.

Sa invastigfl la escala da pH desde
pi 3,65 hasta pR 8,00, con tampones de acetato
0,2 { pH 3,65 a 5,03 ) y de fosfato 0,2 X ( pB
5,55 a 8,00 ). 8¢ preparf la experiencia afladien-
do s ocada tudo 0.5 nl de tanplu, 0,1 wul de slni-
dén solubla al) 12 y, una ves preincubados 10 ai-
mutos & 30°C, se afiadiaron 0,1 ml de heomogenado
1:5 de hapatopinareas ( preparado an aguas 4desti-
lada );: & los 2 minutos de incudacifn da la mesx-
ela 8 30°C se detuve la reaccilin poniendo los tu-
bos en agua de hiele y alizdiendo a cads uno 0,5
al da C1lH 0,2 ¥. Posteriormante se alladif el reac-
tivo diluide de yodo y se dateraind 1la aparieiln
de color comn un colerimetro.

Be obsarvas des picos ulximce, une
de sllos soiscide con al ebteanido para la varilla
exristalina & pH 3,0 y otro nls aplanado & partir
de pR 7,0 hasts pR 8,0, lo que indics la prasen~
¢ia, sn bepatopinersas complato, 4« al sanos dos
anilasas difarentas.
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péopico a este valor de pH ), pero ademis se encuentra
otro miximo de actividad entre los pH 7,0 a 8,0 con for-
ma aplanada debido a gue se consunil todo el almidfn pre-

sente.

En posteriores estudios detallados de
asta zona ( pH desde 6,6 a 12,4 ) se comprobl que la
corva era aplanada desde pH 7,0 hasta pH 8,6, a pirtir
de cuyo wvalor la actividad vuelve a dacrecer en xona ya
francamente alcalina hasta pH 12,0-12,4 en que la activi-
dad précticamente se nuliftca; dado que no hay diferencias
notables entre los datos obtenidos a pH 6,9 y los obte~
nidos al pH Sptimo tedrico 7,8 ( la diferencia es inferipr
a un 5% de la actividad ) se siguid enpleando el pH de '
6,9 para uniformizar los datos ya obtenidos con los que

siguieron a esta comprobacifin,

E)l hecho de que la amilasa Scida se -hcu.nw
tre en parte localizada en la varilla cristalina parece
indicar gue se utiiilacidn as de carfgter digestivo en el
estémago y an el hepatopiincreas, aunque dicha actividad
se ha puesto claramente de manifiesto en hepatopincreas
cuidadosamente desprovistos de varilla cristalina, resul-
tando tambi#n muy alta; asimismo dicha actividad se ha en-
contrado sn Srganos no digestivos odnb la joroba de Poli-
chinela y el mfisculo abductor. Debido a esta amplia exten-
8i8n y difusifn de la amilasa %cida y el estrecho margen
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de pH & qui trabaia, avesturamos la hipStesis de que an el
hepatopnsreas este entima deba trabajar como amilasa di-
gestiva extracelular ( estémago ) e fntracelular ( hepato-
pincreas ), mientras que en los otros tejidos no podemos
suponer qul papel pusde degempafiar dado el estrecho margen
de pE a qua trabaja, tan alejado del pH normal de los te-
jidos. Se pensb ok Aa posibilidad de que fuera un ensima
paralelo a la amilasa lisosomal de HEERS ( 1964 ), pero

sus caracteristicas resultaban demasiado alejadas de dicho

enxima propio de nantferos.

La otra actividad aptlfsica, la amilasa
neutra, ttnhijn'-n‘un‘ﬂlrgah‘d-“pn‘tui ‘fisiolbglco' v
se encuentra en cantidades apreciablemente elevadas en tﬁ-
dos los Srganos del mejillsn en que ha sido buscada, por
1o qua es de suponer que su accibn se desenvuelve en el
contexto del metabolismo celular, muy probablemente actuan-

do scbre el glucSgeno y participando en su degradacién,

4,3.3 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Con el £in de adecuar al miximo las con-
diciones Sptimas de las detarminacicries de las --al menos
-- dos actividades amilfsicas encontradas en el me3illdn,
se llevd a cabo un estudio coaparativo del afecto mobre
la actividad de 1a ‘temperatura de incubacifn con un tiem-

po fijo ( 5 minutos en hepatopincreas y 15 para los res-



{ mg )

ALMIDON CONSUMIDO

A—

20 30 40 50 60

TEMPERATURA DE INCUBACION‘( °C )

GRAFICO 4,12

-



137

GrRAFIco 4.12

Deterninsaifa de 1la tewperaturs da
incubscifa a ia que 1z actividad smilfeica eo ni-
xina en 5 minutos, llavada a cadeo con houncgemados
115 da hepatopfocreas da majillfn, sagfin a)l pH
del tampln utilisado,

| ABe conprobl la actividad por al
procadiniento amilelitico reseladeo en el taxto,
realizsande las determinacionas por duplicade.

Las temparaturas da incubacifn a
qua fuaren somatides les tubos van de 13"C a 30°C
da 5 sn 5 grados, con una -lnctitﬁd de #0,6°C;
tanbifn se incuye la actividadecbtanida eon el pE
ajustado & 6,9 (B ) o a $,8 ( F ). Sa obsarva
que la temparaturas de nixima actividad en &l caso
de la amilass "sautra" (pR 6.9) estf alrededor de
los 30°C, mnientras qua para 1a otra amilasa, la
anilana "Scida” (pH 4,8), la temparatura de acti-
vidad Sptima astf sobra los 25°C.
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tantes Srganos ), comprobindose a los pH 4,8 y 6,9 { grd-
fico 4,12 ) con el fin de ponur'du manifiesto las posibles
diferencias de comportamjento frente a la temperatura de
ambas amilasas, contribuyendo tambifin a su mejor diferen-

ofacibn.

Paxra arbas astividades amilisicas se obtu-
vieron temperaturas de actividad nixima pricticamente inde-
pendientes del tiempo ~~tiempos cortos perxo variables--
de 1nhuhi616n [ 1qui1 en los diferentes Srganos, aungque
se ponlan mejor de manifiesto en el hepatopfnoreas por
contenerlas dicho Brgino en mayor cantidad, La amilasa
dcida presantaba dicha temperatura de actividad mlix {oi
alrededor de los 25°C, Y'ln amilasa neutra sobre los 30-
35°C, con miximo mks bien delimitado que el de la amilasa
fcida y que podiz f£ijarse alrededor de los 32°C. Dado
que 1a diferencia entre las determinacionas a 30°C y a 33°
C no es prcticamente apre#iable se siguif utilisando
la temperatura de 30°C como la mis adacuada para las deter-
minaciones, y las de la amilasa fcida se efectuaron a ase

C on lugar de a 30°C como antericrments se detarminaba.

A 4°C, en Agua con-hielo, la actividad
era bastante baja,pero bien patents, en ambas anilasas)
la conservacifn, durante pt:!odoi de tiempo mAs o mANOS

largos, da los homogenados en el refrigerador a 4°C llaeva
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consigo la pérdida gradual paro continuada de la activé-
dad de ambas amilasas, pérdida gue se aprecia tambidn con
1la repetida congelacidn y dese¢ongelacién de dichos homo-
genados. Por afectc del fuerte calpr estos enzimas tam-
bikn se destruyen , siendo de notar que ya a 350°C la ac-
tividad estf muy disminuida con respecto a los Optimos;
por encima de dicha temperatura &a actividad entimfitica
sufre una inactivacisn gradual que hace que se pierda to-

tal ¢ irreparablemente la actividad anterior.

4,3,4 FRACCIONAMIENTO CON SULFATO AMONICO

Para constatar afin mis la independencia
de las dos actividades nmiliiicnn‘cnrnatnrisndnl se pensd
en separar en cierto modo ambas actividades por fraccio-
maniento con diversas sales y disolvantes. Se intentS ia
separacifn congclorurc s8dico, sulfate aménico, etanol y
acetona, en proporciones de saturacifn crecientes, deter-
minfndose la agtividad amildsica en los precipitados radi-
subdtos. En todos los cascs se estudid dicha separacibn
con homogeanados de hapatopéncresas, por ser el Srganc en

el que se ancusntran con mayor abundancia.

Los mejoras resultados de separacifn
se othV1|rnn'cun'¢1 fracoionaniento con aulfato amfnico

{( grdfico 4,13 ). En dicha separacifn se cbtuviaron mixi-
mos de la actividad amilfsima Scida y neutra a diferentes
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6RAFtcO 4,13

Yraceionasuiento con sulfato aménico
de un homogenado 1:3 dea hepatopEncreas da mejilidn.
En ordenadas ( izxquierda ) estf 1la actividasd ami-
18sica an ng de almidfa gonsumidos pur 50 ul de
1a fraceiln pracipitads y rediscalta correspondien-
ta (aquivalente a 150 u)l del homogeansdeo primitive).
El tiempo da incubaeilin ful de 10 minutos para to-
dos los tudbow; los de pk 6,9 ( € ) sea incudarom a
30°C y los da pH 4,8 (P ) a 23°C.

El axperimente se llevl a cabo alla-
diende, A 3 nl del homogenado ya centrifugado, su-
ficlente solusifn da sulfato aménico saturada has-
ta alaamnsay unz saturscifim génjunta del 10%; sa
centrifugh el conjunrto 5 mimutos & 1400xg y el so-
brenadante se llev8 hasta un 20% de satursaeila,
repitifndone o) preocediniante luﬂuu!vnltﬁti;hnlta
llagat a) 830X de¢ saturacifn. lLes prca#pltilﬁu LT
fedisolvieron en 1 ml de agua destilada y‘ii uti~
li{saror alfcuotas de 50 §l para las determinacio-
nes de anilasap y tanbifn para las da ,r.uq:..-

( P ) que vianen expresadas am ng d¢ protelsne ( es-
cals 4 la deftscha ) por ml. Las daterminscionas
de anilasas se sfastusron por sl nltede habitusal.

Se compruaba que la n-iluu-l9niutrn“
tiens una deponicifn nixinma con us 30X de satura-
cifn, nfentras que 1a da pE 4,8 ( "Scfda" ) lo tie-
as sobre al A0I; leo que indiecs que ambas sativida-
des anilisicas correspondan a moliculas difevantes
de distinta solubilidad. |
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poxcentajes de saturacidn del sobrenadante gon sulfato a-
mnico. La amilasa Scida daba un méximo alrededor del 40%
de saturacifn, niintxnl que la amilasa neutra lo daba so-
bre el 50%; tambdén se apyeciaba un miximo secundario en
cada una de las curvas alrededor del 20% de saturacidn,
coincidiendo con un méximo de protefinas predépitadas, la
existencia de este sequnde miximo hos hi®mo suponer que se
debia a la presencia in el homogenado da‘frnqm-ntnl celu-
1nrin“piqu-h&: adﬁtﬁntnndo_iuilulai. ficiluente precipita-
bles; y el resto de las amilasas, solubilizadas, son las
que dan lugar a los dos nl:imul ya citados.

Con la lcplzlﬂtan por sulfate amBnico sa
‘uonntntn la 1ndnpcndqncll de nnboi tipon de actividad ami-
llniul, sefialindose una ameliaga dxf-xcnnllctﬁn entre la
amilasa Scida y la amilasa neutra, que constituyen dos en~

tidades bioquimicas bien diferenciadas.

q El !rheutunnﬁinntu con sulfato lﬂbhtub ha
rasultado un sistema aceptable para iniociak la purificacifn
de este material, dado que la puflticluiun de la anjilasa
fcida es ya, adﬁ i-tn trathhicnﬁn.'dn unas 7 veces la ag-
tivided infcial par mg de protafna ( con respecto al homo-
genado primitivo ), nicntrlp que la de li amilasa neutra

viane a ser des unnn:iﬂ vades.
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4,3,5 EFECTO DE DIVERSOS IONES Y METABOLITOS

Para diferenciar atin mis las dos activi-
dades anflésicas sefialadas se conprobl el efecto que te-
nfan, sobre la actividad en homogenados crudos de hepato-
pincreas, diversos matsriales, que se utilizaron a una
misma concentracidn ( %0 ﬁﬂ‘)ltn“tﬂdll-lll ocasionas para

poder comparar sus posibles accicnes.

Los resultados pueden verse en los grifi-
cos 4,14 y 4.15. La amilasa Bcids es activada por el clo-
ruro cfleico y el tetraborato s8dico, también por el 18n
clorure Y‘nlgd nenos por el bromuro. En cambio ninguno
de los materiales prohndun‘partcn tsner afecto activador
1 en estas condiciones ) sobre la amilasa neutra { inclo-
so el 16n clorure, activador general de las amilasas; de-
be tanerse en cuenta que en el homogenado légimamente, la
prnlincii de cloruros debe ser muy alta, suficiante para
una activacifn mExima ). Por el comtracie, diohl,nmllni;
resulta inhibida por los iones citrato y tetraborate { co-
m 1a amilaasa sbrica, CBLIAS.'IQG‘ ), v tambisn por ai a-
cetato magnliico, Y nlgﬁ*mamol por el sulfato lnﬁnico V4
por el fluoruro s6dtco, La amilasa &cida resulta inhibi-
da por el gitrato sbBdico, pﬁr la glicerina {( como lnl
g-amilases, CHABAS, 1954‘)‘y por el sulfato ambnico; esto
Gltimo puede explicar la razbn por la que en el apartado

anterior se congiguif s6lo una purificacifn de 7 veces
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smAFico 4.14

Comprobacifin de]l afecto de diversos
fones y metabolitos sobre 1a sctividad amilfsica
s pH A,8 da un homogenado 1:10 da h-ritoplnurnnn
dea majiilfia,

La actividad de los distintos tubos
visne referide al tastigo qus e8lc contisna el ho-~
noganade y los reactives usuales, La cifra del in-
terfior dea las columnas corresponds = la altura a-
xacta de Estas expresada en tantos por clento. X1
tiompe da incchaciln ful de 15 minutos y todas las
deterninacionss sa hiciarem por duplicade,

En A teanemos la actividad testigo;
an B la actividad «n praassnaia da citrate sfdico
30 aM: an € de glicerina 50 wmM; en D de tatrabo-
rato a8dico 50 uM; en X de clorure posfsico 30 aM;
an P da cloruro aldico 50 mM; en G da bremuro o8-
dico 30 aM; en H da sulfate amfnieo 30 mM; en I
de acatate magn€sico 50 aM; en J de clerwro cflei-
a0 30 #M y en X da fluorure sfdice 30 =M.

e observa waa notable inhdbisibn
por «l eitrate Yy uwna apreciable inhibicilia por la
gliceriua, el sulfato anfunico y sl sgetato magné-
sico 5 las conceantracionss aitadas, K1 fluoruro
s8dice no parece taner afacto algumo & ests cen-
centracifin. X1 culeio sctiva muy fuertaments al
angims, el {8n cleruro tambifn pere s» memor gra-
do, indiferenteaments de 85 as clorvuro s8dide o po-
tisfoe; asinfemo, el i8n tetvraborato parece tanar
Ut afscto notablemente setivador a ests concentra-
¢iln.
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_inAnco 4,15

Comprobacifin dal afaato de 4divereas
ivues y metabolitos sobras la sctividad amilfsica,
a pR 6,9,4e un howogenade 1110 de hepatoplnereas
de mejilliln,

‘ La actividad da los distintos tubons
viens veoferida al testigo ( A ) que 08lo contiens
al hemogenado j los resctives usuales. La cifrs
que hay snslaas columnas findics la alturs axscta
de Gatas exprasada as tantes per clento. X1 chem-
po de incubacifn full de 18 ninutos, todas las da-
terminzcionss ss afestuaron por dnpliﬂld¢- .

| Erx A tenamos la sctividad testigo!l
en B la actividad an presencis de citrate sfdico
30 w¥; en C con glicerina 30 w¥; an D con getra-
borato sfdieco 30 mM; en K com cloruro petisigo 30
mi; en ¥ cen ¢loruro sbdico 50 wM; ea Qﬁqﬁn §w¢nu-
vo afdico 350 aM; en H con sulfate nuluiﬁpuﬁo.-x;.
ex I ¢con aestato magnfisico 350 uM; en J Gon clorw-
re aklcico 30 3M y en X con fiuerure slddes 30 ui,

Se obsarva gqua los lulnl‘y-lif;talitun
utilinados s las concentracionas citadas ne prode-
cen on ning8n case efente sctivador y st i-‘ipri-
oia upna potents inhibieifn per sfecto del citrato
y deal magnesio, una iahibicifa motabdls ﬁnt.-tccto
dal tatyaborato y ums clexcta imhibicidan por sl sul-
faco ambnico y por el flueruro sbdico.
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en el caso de la amilasa Scids y de 10 an la neutra,

' Eu lign£!1cat1vb al hecho de que en ambos
ensimas la accibn de los diversos icones wea tan distinta,
esto nos permite suponer muy fundadamente que se trata de
dos wntidades bioguimicas diferentes, como ya enuncifba-
mos en el apartado anteriro, con caractertsticas propias
muy distintas y gque no son en mode alguno dos posibles
formas de un mismo tipb de enzima. Siguen tambidn apare-
clendo ramalazos de simflitud entre ila amtlasa Scida y

las s$-amilasasn.

Es durtblu.l-ﬂnlnr‘qu- 1a amildsa neutra
no sufre activacién por sl 16n cloruro ni por el caleto,
1o mis probable es Que se encuentre a su mixima actividad
debido a los elevados niveles de ambos materiales que se
onnnantrln\lﬂﬁtulmnnta on di humnqhnn&o} de cloruro por
ser un animal marino ¢on una sangre de éanpotieiﬁm 16n1an
bastante simtilar a la del agua de mar, y de calcio por
encontrarse el animal en un prolongade periodo de anoxia,
con 1o que el calcio ( DUGAL, 1939; COLBREYH, 1941 ) au-
menta notablemente al solubilizarse parte de la concha.
La concentracién da cloruro en os tejidos es alta, del
orden del 1% respecto al pnio hémedto ( FOX, 1941 ), lo
que visne a representar un 1 por mil en un homogenado
1:10 { unos 28 mM/1 ).
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4.4 DISTRIBUCION DE LAS AMILASAS DE MEJILLON

4.4,1 NIVELES DE AMILASAS EN DISTINTOS ORGANOS

Dado que los Gnfcos datos conocidos y
resefados en ls hiblinqu!!l acerca de amilasas de meji-
116n se ri!nrlan‘n'hnpntaplnur-ai ( FOX, MARKS, 1936 ) y
tambidn debido a que nuestros dﬁtp- sobres hepatopincreas
ponian de manifiesto, al menos, dos actividades amilfef—
cas diferencisdas , creimos necesario hacer una explora-
cibn sucinta de algunos Srganos al:uctnrlntinol del animal
para determinar los niveles de amilasas presentes en ellos.
En el grifico 4.16 se dilpdnaﬁ los datos de dos d§ los a-
nimales estudiados, que corresponden aproximadamente a
animales promadio.

He comprueba la presencia de niveles muy
altos d- unillonl en los hnpntnplnur-nl de ambos nninnlnl,
con predominio, en sxbos cascs, de la nmiln:l nsutra so-
bre la umiiu:n Scida, di!crunnia d-hlda, tal vn:, & que
an la dilucniﬁn se piardn una ptrte nll O menos 1npurtnn-
te de la varfilla criltalinn. Ae estas amilasas de hapato-
pincreas se les puede -uponur, -npprinaipio, un carfcter
plena o parcdalmente digestivo, nunqun n pruuenoia an 6r -
ganos no relacionados con 1- digestitn nos hace p-n.ur an
la hipStesis de ai tinnon o no actividad en la movilixa-

oidn de ¢
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GRAFICO 4,16

DatarminaciBn de la sctividad anmilf-
sica sspecffica de divarsos Srgance deal mejilléa.
La actividad aspecffica ( ordenadas ) viana axpre-
sada an mg de alnid8yn degradade por minuteo y por
mg dea paso frasco de Gxganc.

En todos los casos se han hacho las
dtnrnlnncienut‘put,duplinudo y saglin a)l mitodo u-
sual a los pH da 5 y 7 zespectivamante. Las deter-
ainaciones se han llevado a cabo sobre dos indivi-
duos distintos (1 ¥y 2 ).

Los Srganos utilizados han sido: he-
patophncrens { HP ), joroba de Polichinela ( Jr ),
ufsculo abductor primcipal ( MA ) y manto ( M ).

8¢ comprueba una muy notable cantidad
de amilasa anm el hqpltnplnut-nl da ambos animalaes,
predoninando la da ﬁn 7 sobre la de pH 5 a2 pesar
de que tambidn esta Gitima as muy abundance. En
joroka de FPolichinelan y miscule abducteor hay tam-
bién cantidadas apreciables de ambas amilasas, mien-
tras qua en ¢] manto los nivelas son muy bajos,
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aibn del gluctgeno de los tejidos.

En la jorcba de Polichinela se comprueba
también la presencia de ambos enzimas en los dos casos rﬁ—
saefiados, aungue an esta ocasifn las diferaencias sean muy
notables. En mfsculo abdugtor principal los datos son bas-
tante uniformes y se encuentran en un nivel apreciable.

La presencia de amilasas en mﬂléulo ya fud ssfialada por
P!!ﬁdVA ( 1946 ), aurngue 1qi niveles hallados en esta oca-
#16n son realmente altos. En el manto, las cantidades de
amilasa son bastante hljli.y presentan notables di!;xlndill.
llegando en algunos casos a ser pricticamente 1nap;pc4ub1ul
o 1n-xiltint¢i; por lo ﬁanarnl son un reflejo ( a uh niﬁal
mis bajo ) de los datos nhtinidol para la joroba diﬂ?ﬁli"

chinela.

A la vilta de estos datos nuponlmni qu. an
el hnpntuplnﬁr.ﬂn, une buena parte de la amilada debe ta-
ner cardcter digestivo, mientras que el resto de $sta y
la de los rastantex Organos debe estar muy dir-etn-nnt¢_ 
relacicmada con la movilizaciSn de aszficares a pnrtir:dni
qluaoqnnb} como demuestran los notables niveles dq_nnltbp-

ligosaciridos presentes en el animal vivo.
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5 GLUCOGENO-SINTETASA
5.1 DETERMINACION

Para la determinacifn de glucbgeno-sin-
tetasa se¢ pensd primeramente en la utilizacidn del mé-
todo de VILLAI—PALAII,‘IOIILL*PIRII, HIXUKURI, HUIJING
Y LARNER ( 1966 ), aunque antes de poder empezar a uti-
lizarlo 1legd a nuestro conoccimiento sl de THOMAS,
SCHLENDER y LARNER { 1968 ), mucho mils r&pido y clmodo,
por lo que utilizamos dicho método seguidamente sin ul-
teriores wmodificaciones, Ests mitodo tinni.ln ventaija -
de ser ripido, mis econfmico y con una reproducibilidad
aceptabla; se basa ab la incorporaciln de gluccsa mar-
cada ¢con 1% a partir de UDPG* ( glucosa !*C ) en pre-

sencia y an ausencia de glucosa-6~fosfato 6,6 mM.

El reactivo estaba constituido por tris
( tris-hidroximetil-aminometanc~) "UCR" 50 mM, EDTA
( Scido etilén-diamin-tetrsacético ) "Panreac” 5 mM
conatituyendo un sistema tampin con pH de 7,8 ( eguili-
brado ¢on ClR conc, ) y gque contiene ademéis UDPG ( "Im-
pex" ) 6,6 mM, glucbgeno de mejillén ﬁutilicldo { obte-~
nido con el método aloalino antes descrito ) al 24 y,

an su caso, con glucosa~6-~F 10 mM. Eate reactivo se con-
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servaba casi indefinidamente a 4°C, aungue nunca se uti-
lizé reactivo con mis de tres semanas. A dicho reactivo
se le aflade suficiente UDPG* "“Ameysham® para dar una ac-
tividad especifica de unas 20.000 ¢pm/uM de UDPG, aunque
asto pusde variarse para determinados axperimentos que

requerian de una mayor sensibilidad.

El reactivo se conservaba mejor con sus
componantes por u.plrldo; es decir, constituyendo solu-
ciones sinples en agua susceptibles de ser congeladaa
y mantenidag a ~15°C an el congelador. Estas soluciones
de partida eran las siguientes: UDPG copn UDPG* 16,68 mM;
glucosa-6-F 100 mM; glucSgeno de mejillfn al 8%) tampbn
de trie/BDTA 500/50 wM, pE 7,8. El reactivo netesario
se preparaba mesclando cantidades adecusdas de dichas
soluciones y completando hasta el volumen final comn a-
gua desionizada; se puede afiadir o no la glucosa~-6-F
para la determinacién de la actividad total T ¢ inde-
pandiante I de la presencia de dicho activador . La
consexvacidn de dichas soluciones congeladas a -15°C

es pricticamente flimitada.

Una de las escazas nodificaciones que
nos permitimos afiadir a dicho méitodo fud la utilizacibn
de UDPG* tritiado en al C6 de la glucosa { UDPG*-( glu-

cosa H))), gqua da los mismos busnos resultados gque la
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misma solucifn con UDPG* marcado con '“C en la glucosa,
Y que presanta la finica ventaja de ser aproximadaments
unas 150 vaces nis econfmico, permitiendo asi, a igual-
dad de costo, dar una actividad especifica mucho nis

alta a la maxcla de incubacifin, lo gque redunda en bene-

ficio de una mayor axactitud.

Para llevar a cabo la determinacibn de
glucbgeno-sintetasa se introduclan en un tubo de ensayo
60 ul da la mexcla :-lct1§1 I con glucosa-6-P 6,6 mM
-=T=- p sin ella -~X-- ) preincubandc los tubos io mi-
nutos en un bafio de agitacifin termostatado a 30°C {(
postericrmente, tras al conocimiento del efecto de la
tempearatura luhre‘el encima &sta texperatura se rebajd
a 25'C,)t¢mp:laturn a ll‘qui la actividad es mayor ).
Al cabo de un tiempo se shaden 30 yl del homogenado pro-
blema ¥ se lqitllconVQnitnt-Mthe nl‘aonQanido de loa'
tubos pPAra ASEgUTAL una pﬁf!uctn mezcla de ambos mate-
riales; dicha mescla se incuba durante un tiempo pra-
determinado, finaliszado el cual se procede & la extrac-
cifn de 75 ul del contenido de los tubos y se vitxid
ripidamente sobre un pedazo cuadrangular de papel de
filtro "Whatman" 31-ET de 20x20 mm doblados por la mi-
tad paralelamente a un lado, absorbiéndose ripudamente
sl liquido, Inmediatamente se vierten los papelas empa-
pados en atanol dal Bsi o dal 70%, prefersntemente frio
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y situado en un agitador magnético que remueve suave-
mante el alcohol sin mover lol papeles para evitar el
efecto abrasive, para ello la barra giratoria estf pro-
tegida por una pequefia ctpula de malla de pléstico. El
stanol precipita el glucﬂqgno de 1a ;uluui&n an IL inte-
rior de la trama del papel, nl‘miuyn tiempo que inacti~
va sl enxima y arrastra las traszas de UDP y UDPG restan-
tas, especialmente de UDRG* radiactivo, quedando pues

eh ol phpnl ﬁalnnunta la radiasctividad corrnlpondlanti
al glucbgeno sintatizado por el enzima, gluuﬁgcno 1ptbe
lubilizado y arrastrado con el papel de filtro. De este
modo resulta que las incrementos de radiactividad en

los papeles se norrnlpondnﬁ estrechamente gon los incre-

mantos de actividad glucSgenc-sintetasa en un tiempo dado.

Las concentraciones de 1os materiales que
forman parte del reactivo, al mexclarse con el problema,
quedan rnﬂunidu- a las siguientes: UDPG 4,4 mM, glucosa-
6-P 6,6 M, glucSgeno 1,38, tris/EDTA 33,3/3,3 mM, La
concentracifgm del enxima gueda reducida, al igual que
los restantes componantes del homogenado, a 1/3 de la
original, es decir, corrieptemente --homogenados 1:10--

a 1/30 de la presente sn los tejidos.

Los papeles inmersos en etanol del 66%

( v/v ) son lavados en sl agitador magnético del modo
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anteriormente descrito con un abundante exceso del di-
solvents, con el fin de que en &ste, la dilucifin del
material radiactivo soluble sea nlxims y asi interfiera
rminimamente con la detearminacifn de la radiactividad

de los papelss; también se trata de evitar en lo po-
sible toda posible abrasidn de la superficie de los pa-
Peles que podria arrastrar ﬁnn buena parte de la radiaee
tividad incorporada al qluqdqnﬁn. Este primer lavado se
deja actuar suavemente durante 20 minutos, cambifindose
al otlﬁol y repitiéndose el proceso durante otros 20
minutos con una cantidad --al igual que en el primer la-
vado~- aproximadamente igaal a 10 ml de etancl de 660
por cada papsl a lavar. Despuds de estos dos lavados se
efectfia otro de uﬁo- 10 minutos de duracibn, introdu-
cidndose finalmente los papeles durants 5 minutos en
agetona, con el f£in de eliminar el miximo posible de
etanol y agua de los papeles con el f£fin de facilitar su
sacado, secado que ae c!nﬁtﬂ: al aire --toda una noche--
© bajo &l calox suave mantenido de una lémpara de rayos

infrarrojos de escasa potencia,

Xl contaje de la radiactividad de los pa-
peales l-,cfcatud en un contador de centalleo 1iquido
"Beckmann” automfitico, de una eficiencia superior al 90%.
Los papsles se introducifin en viales de contaje de 20 ml

de vidrio calibrado contaniendo unos 10 ml de soluciln
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da PPO ( 3,5-difeniloxazol "Beckmann” ) al 0,5%% en
toluenco puro, utilisado como 1Iqu4do de centelleo y que
podia sexr usado varias vicn:‘--dubidu a la insolubjilidad
del glucBgenc en el tolueno-—- siempre gque se tuviera en
cuenta la posibilidad de enmascaraméento de datos debi-
do a plrthulll radiactivas desprendidas de los plpﬁlo:
Y que se podlan eliminar poy simple filtracién. Para un
mejor control se determinada periSdicamente el 'fondo'
rldiuctivuld- cada via)l sin papel problema procedifndose
a la liltiqui&n o sustituecién del liquido de centelleo
lnqﬂn los resultados obteanidos.

El contaje se realisaba en 1la banda co-
rrespondiente al % o al M segfin el material radiacti-
vo utilizado, durante 2, 5 o 10 minutos, obteniéndose
mediciones con un error tefrico calculado entre un 1 y
un 10% corrientemente segfin el nmero de opm contadas y
la duracién del contaije. En todos ;ol casos se efectua-
ron mediciones duplicndl- tomindose como resultado la
media aritmktica de ambos datos, siempre y cuando la
proximnidad sntre ambas cifras fuera evidente; en cllﬂl
contrario se desestimaban los datos v se repetia toda
la determinacifin.

Da los dqtol as! obtenidos se descontaba
al "fondo' o 'ambdente' radiactivo obtenido con el con-

taje en anilogas condiciones de viales conteniendo fini-
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camente la solucién de difentloxazol an toluenc utiliza-
da para los restantes viales y un papel de filtrc conte-
niendo 75 ul de una mezcla de agua y reactivo radiacti-
vo lavados como los demis papeles y soletidos a las mis-
mas condiciones. El contaje de este 'ambiente’ umbral
se efectuaba contando al menos 10 minutos la radiactf-
vidad de los viales, utilizfndose la media de dos de-

terminaciones aisladas.
5.2 DEPENDENCIA DEL UDPG v DE LA GLUCOSA-6-P
5.2.1 DEPENDENCIA DE LA GLUCOSA-6-P

5.2,2.1 CURVAS DE LA ACTIVIDAD FRENTE A LA CONCENTRACION

Uno de los primeros puntos que se com-
probaron ful el de que la actividad glucSgeno-sintetasa
requeria de la presencia de la glucosa-6-P como activa-
. dor alostérico. Como costumbre rutinaria se llevaron a
cabo todas las determinaciones incluysnde dos determi-
naciones en presencia de glucosa-6-P 6,6 mM y ctras dos
sin su aporte, con lo que se tenla idea de la actividad
presente y posible si la concentracién de glucosa-6-»
fuera superior a la necesaria para una activacibn mé-

xima de la actividad del snzisa,
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GrRAFICO 5.1
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eérAFICO 5.]

Curva de la agtividad gluc8geno~-sin~-
tetass frante a la concentraciln de glucosa-Gep
da un homoganado 1:10 da joroeba de Polfechinela da
mejilléa incubado durante B minutos con las con-
cantraciones de materianles usuales salve en lo
qua respecta al UDPG, quae ava de 2,933 uM/]l en A
y de 0,733 uN/1 en b,

' S¢ prapax8 el experimento com 4 con-
csutraciones de UDPG diferentes y con 6 da glucosa-
~6=F tambiln distintas, con dos tiempos de incuba-
cifn: 4 y 8 ninukos, & 258C, Las dnt-rlinlaionnc
ae efectuaron per duplicade.

‘ - Por lo genaral, los datos da 4 mi-
autes daban valores demasiado bajes y dispersos,
Y los de 8 minutos vesultaban alge mfs aceptables
& pasar de rasultar tambifn bastante bdajos,

Be aprecia qua las curvas son para-~
lalas, aspecialmente sn la xona plana; en la 20na
con comcantraciln de UDPC foferier a | aM/1 la
subida es tanto mls brusca cuanto mayor es la con-
centracifn de UDPC presente cemo puede varss en
las dos curvas modalo que seflalamos en sl grifico.
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fe plantel el sstudio de la actividad
ftlﬁtc a concentraciones crecientes de glucosa-6-F con
homogenados crudoa. Los resultados pueden verse en el
gréfico 5.1; se utilisaron diversas concantracionas de
UDPG, de las cuales estin sefizladas en el grifico dos
de las mis significativas. Se observ® una fuerte sensi-
bilidad del enxima a las concentracionas bajas de glu-
cosa-6-¥, sensibilidad que se pone de manifiesto con la
brusca subida de la curva, dando valores niiximos con
las concentra¢ionas de glucosa-6-F situadas entre 2 y
1 nH/l. Esta sansibilidad asz mayor cuanto mayer es la
concentracifin de UDPG presente, lo que demuestra una
relacifn estrecha, de tipo alostégico, entre las concen-~

traciones de ambos compusstos.

Lag determinaciones llevadas a cabo en
ausencia de glucosa-§-P aBadida no responden realmsnte
a la lul-nqia total de glucosa-6-P del medio, dando wva-
lores en ocasiones muy altos y en Ootros casos p#ldtl!l*
nintn inexistentes, todo ello debido muy probablemente
a la presencia de niveles variablas de glucosa-6-F en-

. 4d8gena, nivelas que no se han medido pero a los que a-
tribuimos ocomo AGUILAR ( 1972 ) una ¢gran importancia
como responsables de uhylbuanl parte de la actividad I
o Indepandiente de la presencia de glucosa-6-9, en con-

traposicoidn a la actividad p o dependiente de la pre-
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sencia de glucosa-6-P afiadida y a la actividad T o fo-
tal, es decir, la suma de ambas actividades o los datos
obtenidps en la incubacifn del homogenado con UDPG y un
exceso da gluaosa<6-F { la actividad D es, pues, la di-
ferencia entre la actividad Y y la actividad T ).

5.8.1.2 catcuio DE LA KA APARENTE.PARA LA GLUCOSA-6-P

Para el cflculo de la Ka¥{constante de
activacifin ) de la qluao.aéi—r para el sistema glucBgae-
no-sintetasa de joroba d4e Polichinela de mejilldn se
prapar® un sencillo programa de ordsnador utilizando el
languaje FORTRAN 1V bisico, previsto para su utilizes-
¢46n con un ordenador IBM 360-30.

El cfloulo se basaba en la obtencidn de
las velocidades de reaccifin frents a diferentes concen-
Eraciones de qluuull~54r Yy on presencia de Aiversas .
concentraaiones del sustrato --UDPG-- ¥ con tiempos de
tnoubacibn también diferantas. Las velocidades y concen~
traciones asi qllaulidnn nos proporcionaban parejas de
~datos cuyos inversos podian suponerse situados en un
_ sistema de coordenadas segin la represantacifn de LINX-
WEAVER y BURE. Una vnl‘nqrupuﬂll‘lnu parejas de datos
( es decir, los puntos ) se progedia al oflculo de los

parinmetros de la recta de regresifin que los unia, astl
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PROGRAMA 5.2

Programa paxa al cfleule da 1o Xa-
de 1a glucosa-6-P para el sistesa glueSgenc-sinte-
tasa de jorobas de Polichinels de mejilifn.

El programa consta de un programa
principal y una subrutina ( CALEA )} y se utilizs
en aste casc pars sfectuar los cllculos a partir
de los datos suministrades por deserminscionas e-
factuadas en presencia de UDPC & cencentracionas
difereantes, ton tiempos de i{ncubacifn distintos
Yy con vardas concentraciones difersntes de gluco-
sa-6-F, con sl fin da peder domprobar la interra-
lacidn entre glucosa-6~-F y UDPFG.

Bl pregrama prineipal lea los datoes,
tales come comcantracifn da UDPG, "ambianta” dal
contador de centellec --BG¢--, fsctor de comwersidn
de ¢ p m & wM/1l --QQ--, tismpos da incudacidn --
T{1)~~, concentracibn de gluaosa-6-? y c p m obte-
nidas an las dobles determinzeliones. ‘

| Uns vex hawho &ste calculs la canti-
dad de UDPC consumido ~-CONC,UDF--, exprasfndols
en mM/1; escribe tambiln las concentracionmes de
glucesa—~6-F -—G-6-P-~ an uM/1l y da la velocidad
da la reaacaifn en nnll‘nln.. Hecho &wto pawa sl
contrel & la subrutina CALEKA que pasa los datos
a sus inversos: -~1/G-- as al inverso de la concan-
tracifn de glucosa-6-F, ~-}/V-— a5 el inverse da
la velocidad de reacaifin; conesstos datos se cal-
cula la relseiln Xz/V --KA/VM-- y tambitn 1/V
=-=)/V¥=~, luago se calcula la velocidad mixima V
-=¥YM-- az mM/l mwin. y la Xa --EA~~ an wM/l, Con
alles se calcula ¢l valoer telirico de las valocias
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dades qua corresponden a las Ennenntrleiunnu de
glucoss-6-P segfin la recta de regresifn, axpra-
sfndola en forma de inversos --1/V(CALC.)-- asy
como la ditnrcncih sxistents entre los inversos

de 1s velocidad hallada y la caleulada. con la zac-
ts da regresifn para dar una idea de la dniv;:ciﬁn
da los datos --1/V-1/V(CALC,)~~, :

La subrutina CALEA tn-hiin_ualcpln'
el Tndice de precisin y ¢l coaficianta de corre-
lasin para mensurar elarsmente la lineaiidad de
los datos. ‘ B |
| Una ves afectuadas estas oparsciones,
ul control se devualvse al progmama prineipal, que
tcpit- los cflculos para otro tiempo de incubacila
y podtariormente para otr- nuava concentracifin dae
UDrG. |

Iq aptonin una variacils dl 1; EmJ
tnndcntn. an ;.nnrnl. a aumentar segfin disminuye
la concantracifn de UDPG, ya qua, con las concen-
tracionas de UDPG 4 2,933 y 1,466 nM/] as del or-
den de 10""M/1, y del ovden da 107%u/1 para la de
0,733 mM/1,
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como Al cflculo del coaficiente de correlacifn entre

anbos parimetros de la nube de puntos.

El coeficiente de correlacisn nos indica
la relativa uniformidad en la colocacifin de los puntos
--as decir, la fiabilidad del cflculo--; la recta de
regrasifn nos da los parimetros de los que pusden dedu-
eirse 1los valoras de la constante du activaoilbn Xa y
de la velocidad mixima ¥V cuando ss extrapola de tal mo-
do la recta de regresifn que el invexso de la concen-
tracin de glucosa-6-P sea 0; el valor del tinverso de
1a velocidad correspondiente nos dard el inverso de la
V. Asimismo, la pendiente de la recta de regresifin nﬁl
da el valor de Xa/V; de donde, conccoido el valor de f.
pusde deducirse ficilmente el walor de Za. Bl programa
lleva a cabo estos c¢llculos suministrando ademiis listas
de los datos intermedios para permitir la :nconatxuacibn
grifica compleamantaria ( véase el programa 5.2 ).

La estructura del programa es modular,
con dos elementos, sl programa principal y la subrutina
CALKA que sjecuta el cfloulo de los valores de Xa y ¥,
mientras que el objetivo del programa principal aonséste
fundanentalmente en ordenar y preparar los datos para

su procesado,
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Con la utilizaciin del programa 5.2 sa
obtuvieron los resultados agrupados para cada concentra-
cifn de UDPG, déndose resultados para tiempos de incuba-
¢ifn diferentes, ya que, al nossmr muy alta la activi-
dad especf{fica del UDPG utilizada se temfa que, si no
se dejaba el material con un tismpo de incubacifn sufi-
cientements prolongado, no se obtendrifan resultados a-
ceplkables por lo redueidos, Las variaciones de los valo-
res obtenidos para V y para Xa segtn la concentracifn
Y el tiempo de incubacifn pueden verse en la tabla 5.3.

Como puede obsarvarse, son mis fieles los
datos obtenidos con tiempos de incubacifn cortos, aun-
que en definitiva es bastante similar su varinciﬁn-eh
conjunto. Se observa una sefalada tendencia hacia #n
-fﬁctn cooperativo entre las aonn-ntracionnu‘d-‘éluaoj
sa-6-9 y da UDPG, de tal modo que cuanto mayores son :
las concentraciones de &ste menor es la Xa, o sea, un— -
Yor es la afectividad 48 las concentraciones de Qluog-.
sa-6-P, lo que va an favor de la idea de rnqulnutﬁﬁ‘
alostézrica dal‘-ipt-ma-pﬁr la presencia y variaoifn

de niveles de glucosa-6-P.

Los valores medios entre los que podemos
decir que oscila la Kz de« la glucosa-6-P para el siste-
ma estudfado son de aproximadamente 0,1 a 0,9x10? M/1,



VALORES DE V Y DE Xa PARA LA G-6-P ZN EL SISTEMA
GLUCOGEMO-BINTETASA DE JOROBA DE POLICHINELA

tismpo de incubacifn: 4 minuntos

conc., UDYG v Xa
2,933 0,016 3,6x10%"
1,466 0,006 1,1n10°%
0,733 6,012 9,2u10""

tionpo de incubacifn: 3 minutos

sone. UDPG v Xa
2,933 0,010 1,6n10~"
0,733 0,088 171x10~%

Las consentraciones de UDPC vienen dadas en mM/1;

1s valocidad elxisa en uM/}) de flucosa incorpora~
dos por minuto y por 0,03 ul 2a hemoganade srude;
i‘ Ia viapne axpresads sa M/}),

TABLA 5.3
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& Bsea, que son del orden de 10~% M/1l, saliéndeose nica-
mante de estos limites ( de entra los calculados ) el
de 17,1x10-9, encontrado para una concentracifn de UDPG
miy baja y con un tiempo de incubacifn suficientemente
largo como para que se consuma la mayor parte del UDPG
disponible y ¢l rasultado venga desvirtuado por sl ax-
cesivo tiempo consumido. Asf los denis datos, mis acep-
tlhlal. qaan dentro del limite sefialado, limite que co-
rrasponde bastante a los valores sefialados frecuentemen-
te como v;!qrql.dc Za pars la glucosa~6~P en otros sis-
temas Jde glucBgeno-sintetasa pertenecientes a otros ani-

nales.

En . el gréfico 5.4 pueds verse una repre-
sentaciln segfin LINIWEAVER y BURK de los datos consigna-
dos en el programa 5.2, fe puede apreciar claramente un
notorio efacto cooperativo entre la glu-osa-6-P y el
UDPG para este sistema sngimitico, de tal modo que el
valor da la Xo para la glucosa-6-P estd en funcidn ex-
presa de la concentracifn de UDFG existents an el nmedio,
siendo cada vez mayor la concentraolitn de UDPG en el
sentidoddée A & C y dando como resultados valores de Xa
cada vezr mis hajoi dnbidu A una nnybr posibilidad de
encuentrd en una misma mol8aula de)l enxima del activa-
dox y del sustrato por lntur;rln bien de sustrato o bien

de activador un nfimerc mayor de molfculas del enzima y
ser mayor la probabilidad estadistica de que el siskema



1/ VELOCIDAD DE LA REACCTION

6 8 10 12 i4
1/ CONCENTRACION DE GLUCQSA-6-FOSFATO

GRAFICO 5.4
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GRAFICO 5.4

Representacibn saglin LINEWEAVER y
BURKL de loe inverses de la valocided de incorpo-
racibn da C -=dal UDPC* ( glucosa-C Y- al
gluclgenc ( en 1/mM/1 ) frente al inverso dea la
coencentracibn de glucosa-6~F { en 1/mM/1 ) de un
homogenado 1110 de joroba de Polichinals de meji-
118a. Rl tiempo da incubacifn de la mascla ful da
8 minutos a 23°C con les reactives nsusles salvo
‘en lo refernta s la concentraciSin de UDPG, que ara
de 0,733 uM/1 an el caso da A, da 1,486 aM/) en
el de B y da 2,933 mM/] an al da C, 8¢ utilisaroen
eineo concantracionas distintas de glucosa-6-P:
‘8,333, 2,777, 0,833, 0,277 y 0,083 aN/},

Se aprecis uwns'inhibicidn compwtiti-
va' sagfn se defs notar la ausancia de UDPG, lo
que seflale wn notable efecto coopsrativo antre la
slucosa~6~-F y al unré, de tal modo que la Kadés
glucosa-6-F para el sistema glucigeno-sintetass
varfa fusrtements con la concentraciln de UDPC,
dande Xz mis bajas cuante mayor sea la concentra-
eiln de UDFG. |

T
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anzimftico cuente con ambos alementos nevesarios para

&4 actuacifn.

Para las concentraciones de UDPG corrien-
temente utilizadas ( segtin el método tipo de detarmina-
c¢ifn ), la Xa de la glucosa~-6-P viene a ser del orden
de 1,5x107% para tiempos de incubacifn relativamente
largos; la glucosa-6-P afiadida para la determinacifnd
de la actividad D ( 6,6 mM ) iqultnln.n unas 44 veces
el valor ¢calouledo de la Xa, suponiéndose que la acti-
vacifn a que da lugar as la mixima a que puede dar ori-
gen ¥ llegando a la conolusifin de gque el enzcinma se en-
cuentra en situacifn de saturacifn con respecto al ac-

tivador.

5.2.2 erecto peEL UDPG
5.8.3.1 cuavas DE LA ACTIVIDAD ERENTE AL TIEMPO

Para comprobar sl efacto de) tisnmpo de
incubacitn del sistema en las condiciones tipo de prue-
hﬂ. sa efectuaron diversas determinaciones de cuxvas
de tiempo/actividad gluoSgenc-sintetasa en homogenados
erudos de joroba de Polichinela, aunque también se pro-
baron otros tejddos, como hepatopincreas y mango,

Uno de tales ejemplos es el del gr&fico

5.5, en el que se aprecia
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6rRAFICO 5,5

Curvs da la actividad gluafigeno- -
sintatasas frenta al tiempo da incubaciln de un
homogenade 1:10 de joroba da Policehinels de meji-
#16n. Las condicionas de incubacidn eran las seuas-
las: 23°C, concentraciln 4« UDPE 4,4 mM, concen-
tracin da glucoss=6-F 6,6 muM, ‘

El grafo T indica la sctividad total
( en prasencia ds glucosa~6-P 6,6 m¥ ) y el gra-
fo 1 la actividad indepandiente ( an -uncnatn da
glucosa-6-P axtesrior ).

Se comprveaba la limealidad existen-
te entre smbes parlimetres en el tiempo indicado,
10 qua nos sefials al epoaso ervor que se producs,
con tiempos da fncudacile largos, con respecto a
1s velecidad iniciale Tanbifn se comprueba 1la pric-
ticamente igexisteats actividad indepandients --
¢n asts case-- , §a que no varia con el tiempo y
sua valores se sitfian muy cerca del"ambiante" dal
contedwn de cantalles o sobre aste valer; asi
puas, toda ka actividad gluabgano-sintatass da
estes homogenado s¥a actividad dapandiante de la
preasencis da la glucosa-é-P,
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5.5 Uno de tales ejemplos es el dal gr&fico
5.5, en al que se puede apreciar claramente la estrecha
linealidad existente sntre el tiempo de incubacibn y la
actividad del sistema enzimitico medida en este caso en
opm de 1% {ncorporadas al glucSgenc en las cendiciones

~ de préeba tipo para tiewmpos cada vesz distintoa.

Es curioso constatar dn aste caso la
virtual ausencia de actividad I pues los valores obteni-
dos para dicha actividad no variaron a lo largo del tiem-
po; correspondiendo su valor al del 'ambiente' del con-
tador de centalleo utilisado, valor qua corresponds tam-
bifn a la actividad T en el tiempo cero si se axtrapo-
la convenientemente dicha curva.

La correlacifn entre los parimatros ci-
tados nos permite la uﬁili:loiﬁn de tiempos de incubae
cifn mayores sabiende que, con los reactivos en oun
clerto excesc relativo: UDPG 4,44 mM y glucosa—6-P |
€,66 mM, no se producirfl una carencia axcesiva de UDPG
ni de activador reflejables en una posible disminucin
de la incorporacin de radiactividad al glucSgeno.

5.2.8.2 CURVAS DE LA ACTIVIDAD FRENTE A LA CONCENTRACION

Las curvas de concentracifin del ODPG /

actividad son de diffcil obtenoibn debido a las difi-
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cultades inherantes a la obtencifn de puntos "seguros"
a my bajas concentraciones de UDPG, teni¥ndose que re-
currir a la utilizacin de reactivos con diferente ac-
tividad radiactiva agﬁnczliqn y realizar posteriormente
lan onrricdinnpl necesarias para poder utilizar el ma-
terfal determinado de este modo. Como muestma de la va-
rinhzzzndd de los materiales de partida, especialmente
en 1o que se refiere a la presencia de glusosa-6-P
endfgena, 1n§1q1nnl dos de las grifioas tipicas obteni-
das: el gréfice 5.6 y el qridfico 5.7.

| e aprecia en ambos grificos la relativa
dispersifn de puntos que se obtiens con concentracionas
Mfas, mientras que con concentxacionas bajas la defi-
nicién de la curva es wayor. La variacifn de respuesta
de la actividad I es un enigma, iipndo tal vexz debida,
como apuntibamos mfs arriba, 2 la diferencia existente

de niveles de glucosa-§-P endbgena.

Rl qu!icp 5.7 nos muekira una curva
con una forwa claramenta lignnidnn para Aa actividad
total, mientras que para 1;,put1v1dlﬁ I s8lo se indi-
nfia ligeramsnte, En unﬁbtn. en al grAfico 5.6 los re-
sultados se presentan a la inversa, resultando sig-
moidea la curva correspondients a la actividad I y s8lo

insinuada dicha forma en la 7, En cuanto a aste Gltimo
grafo, dicha alteracidn se debe probablemente 2 una
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GRAHCO 5.6

Curve de la actividad glueSgeno-sin-
tetasa frante & ls concentracila de UDPC ( =M/}
de UDPC consumido freute a mM/1 ds UDPG pressnte
al principio ). Se wtilizaron 14 puntes --concen-
traciones distintas de UDPG-- para definir mejor
la curva. Cada dato corresponde a dos daterminscio-
nes reaaligadss seglin o1 witodo usval, Zu T tanemos
1z actividad en prasancia de glucosa~6-P 6,86 mM,
Yy an I an sy susencia., Se obaearva un aplanamkento
de 1a curva T er la soma posterior a 1 mN/1l; el
grafo I adquiers uua fovma de § caracterfacica
con valeres nyy bajes a concentracienss bajas de
UDPG que aumentsan paulatinamente con Sstas; en
la cugva T los imerementds son mucho RAYOT@S coON
las concentrachones bajas. Les dates son los mis-
nes que han sidd utilisados pars el cfleulo ds le
En del sistema para el UDPG con sl pregrama 5.8,
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GRAFICO 5.7

*

Otrs curva de actividad gluclgeno-
saintetasa frente a la concantracifn da UDPG
cpm / mM/1 ) de joxeba de Poldehinelas de mafillisn,
tealisada con #8lo & puntos para temar idea da 1a
forma de la curva, Las daterminacionss se lleva-
ron a cabo del mode usual y a 23°C, Se sprecia la
forme sigmoidea de ambos grafos, especialmenta al
T, en al gue dicho aspests queda muy da manifiee-
to. La actividad I, al coatrario que en el grifi-
¢v 5.6 se mantiene wuy baja a pawar de que ol mar-
gen da eone.nttlcionun de UDPC utilisadas us el
nisme ea ambes casos. El ajuste da Lonlpuntuu an
asts ocaniln ss tambila exacto, correspondddnde
cada wno da $stos a dos datarminacionas.
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escasa definicifn de la forma de la curva con lom pun-

tos disponibles.

De todos modos me aprecia unnotable in-
cremento de actividad con concentracdones de UDPG muy
bajas; en todos los casos se xleanzd una cota casi méxi-
aa con eoncentraciones de UDPG del orden ya de 0,3 mM/1;
1a utili:neiﬁm.dd UDPG a la concentracifin de 4,4 nmM/)
nos permite jugar con un axceso del reactivo y, por
tanto, podn;‘utilixnr‘tinmpou de inoubagifn mis largos

sin peligro de un consumo axcesivo del reactivo,

5:2.2.3 CALCULO DE LA XM APARENTE PARA EL UDPG

Para el ciloulo de la constanta de

HICEARLIS ( Im ) del sistema glucSgeno-sintetasa de g8-
nada de meiillén para el UDPG como sustrato, se prepa-
r8 un sencillo programa para ordenador utilizando el
languaje PORTRAN IV bésico previsto para su utiliza-
c16n con un ordenador IBM 360-30. Kl cSlculo se basaba
an la obtencifn de las velocidades de reacoifn frente

a difexantas uuncantrauionqn de sustrato, an este caso
el UDPG, .!sctulndnlﬁ el 6&kculo sucesivamente para dos
tiempos da incubacifn: 4 y 8 minutos, y para la deter-
minacién de la actividad an presencia de glucosa-6-p

{ actividad T )m an su ausencia ( actividad I )} y para
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16eLT1%2621=A/1 ghh9etg
Z0BEX*Z0L =A/1 LZ6BETL
00000*00%9=A/1 4569807
T6eL1*Z92T=A/T tlbeL* 12
0C000* 00%2=A/1 SL8Lly ey

=5/1
25/1
=5/1
=5/1
=571
=5/1
=5/1
2571
=5/1
=3/1
=5 /1
=5/1
=5/1
=5/1
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PROGRAMA 5,8

Programa para a)l cllculo de 1la Xm
Y 40 ala 7V apavantes del UDPC para la xlua‘;cnom
sintetana de jotoba de Polichinela de mejilltn.
| | Los eKleulos se efectuaren don 4 y
8 minutos de incubaciln y cen 14 concentracionas
de UDPG diferentes. X1 programa gomsta de un pro-
grama principal y ds una subrutina ( CALXM ), El
programa primcipal las los dates de "ambienta”
wwBf-~ dal centador de centelleo, tiempo de incu-
bacibn ~-T(I)--, concentracibn de UDPC --8U(I)--,
factor da convarsifin dea opm a s/}l --QQ{(I)-- ¥y
las cpm indepandientas ¢ totales por du@lluldn
obtanidas como rasultado bruto de los sxpsrimentos,

Una ves lefdos --y escritos-- todos
los datos, &}l exrdenador da las cpn madias unz ves
dascontade &) valor basal de "ambiante", da la
consentraaila de UDPG y las cpm sotales --CT(X)--
o indapendiante --CI(I)-- asi somo las dependien-
tas ~-CD(1)-~. Uma vex hacho Sste el pregrama prin-
¢ipal toma las cpm y cen ellas ¢alcula la concen-
tracifn 4a UDFC nunlguido ===, la dal sustratoe
—~8-— y 1la diferencia antre ambeos datoa, qus as
ia cantidad de sustrate afin no sensumideo --SU-C-—;
todos los datos de comcantracionea estfn axpresa-
doe en mM/1,

El pregrama salcula tambila 1z velo-
cidad de 1a rescoiBn --V-- oz mM/1 mia.. Tambidn
caleula los faversos de la concentracila de UDPG
=-=1/80-~, da la cencentrasisn de UDPG comsumido |
~=1/C==, a1l coclevte de la concantrasifn de UDPC
inficial y la valoaided --3U/¥-- y @) 4inverao da
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la velocidad --1/¥~--. Estes datos los transfiere

& la subrutica CALEA, que asume al control y que
eon ellos caleula sl cociente Xw/V --XM/VM--, el
inverse de ¥ ==1/YM==, 1la vealocidad ufxfms ¥V --VX
== an mM/1 min. ¥y la XZm <~EM-- an uM/1. Con estos
datos calcula ‘el inverso de la valeafdad telrica
que corrasponde a cadas punte ubicado sedre la Tec-
ta d¢ regresibn ~-1/V{CALC.)-~ y ascribs la lista
de diferencias sxistentes pars cada velocidad gy
la valecidad t#fglca calculada --1/¥-1/9(CALC.)--
para dax idaa de 1a disparsiln de los datos. YTan-
bitn caleuls el fndice da precisifn y al nou!ltt-n—
- te de sorrelacida,

Una vas realisadeos esten niihnloi
se davuslve al comtrol al programa primeipal, qua
rapise tedo al procase amterfor -~dt11tutdn~pnrn‘-
las cpm totales~-- con las cpm primere depandientes
y fianlmenta independientes; Juego repite otra ves
todo el pwocase pars etro tiempo de imeubacibn.

Se aprecia una notable censtaneia dea
los valoras de Xm (del orden da 3x10™% M) para les
valores totales y depandientas, avalades por un al-
to coeficiente da corrslacibn, mientras que los
datos independfantes dan resultados dal ordem de
10°% o Y con unRa gorrelacifo muy baja que hace que
1#- datos obtenides 0o puadan utilizarss con segu-
ridad. '
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la difexencia entre ambss actividades ( actividad D ),
diferencia supuestamente dsbida a la acciBn exclusiva
de la forma del enzima realmante activada por la gluco-
sa-~6~F afladida.

Los datos fueron suministrados al orde-
nador en forma de concentraciones de UDPG (‘iﬁ ), fac-
tor de conversifn ( OQ ) entre cpm y mM/1, las opm rnwl‘
sultantes de la actividad dal angima y el nivel del
‘ambiente’ del contador de centelleo ( BG ).

‘ El programa caloulaba los incrementos
de ¢pm debidos a la actividad del enzima, asl como las
concentracicnes de UDP liberado ( C ), que equivale a
los restos gluocsfdicos unidos &) gluclgeno; y del 65?9
repanente ( SU-C ), gnnhiiﬁ se calculaba la valocidad y
de la reaccibn y los 1nrnr-¢u‘d- los datos calculados; |
entonces el programa principal cedia el control a la
subrutina CALKM que, con los datos calculados procedia
al cfloulo, a su ves, de los valoras de Xm, V y el
cuo!iuiunt- de correlaciSn entrs antre los 1nvq=ibu*dp.
la concentracifn de UDPG y de la velocidad de la reac-
citin; este coeficiente de correlaciSn ros indica la fta-
bilidad relativa de alt.inai&ﬁ de la nube de puntos que
constituyen las parejas de Aqtﬁu, Y. por tanto, &. la
recta de regresily que los uvne, y cuyos parfmetrox fun-
danentales nos permiten el cflculo de las constantes
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6rRAFIco 5.9

Representaciln segidin LINEWEAVER y
BURK de los datea del programa 5.8 que sirvan pa-
v4 al clleulo de 1a Xm aparenta del UDPG para al
sistena glucigeno-sintatasa de foroba da Polichi-
nala de mefillén a partir de catorce concentracio-
nas de¢ UDPPC difarantes, con § wminutos de fincuba-
cifn & 25°C y an presencis de glucosa-6-F §,6 mM
. seglin el fthﬂldiﬁliﬂtﬁ:ﬂlull y con dos dct-tninn~
‘cfones para fijar cads pusto.
La correlacisn entre amboes parimetros
&8 muy alts, con un coeficients de correlacifn de
10.997 y dande um valor para 1z Xm del orden da
3,7x10=% M, valor bastante normal pars asta enzi-
A ¥y que cas dantro de los valeres habitualnl se-
fialados por la bibliograffa pars los onsinas de
" etyas fuantes aninales,
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Cinfvicas Sel ensioa.

Cuande la recta de regresifn interseca
el eje de loa inversos de 1la v-looiﬂnd de raaccifn ob-
tenemns el valor del inverso de la velocidsd mxima; a-
simnisme, la pandiente de dicha recta es In/V; asl, sus-
tituyindu}.-u obtiene el valor de Im para cada caso as-
tudiiado.

El sisteama oparativo del programs es anf-
logo al miétodo grifico con una representacidn segtin
LINEWEAVER y BURK, La ventaja que presenta la utilisacisn
del programa modudar estribs en el hecho de que la -xné& .‘
titud de los cflculos es mayor gue con el Iﬁtndn‘qrtfteb.
y &l mismo tiempo se dispone de un medio cunntttigivd Y
normnalizado -~la determinagifn del cosficiaente di corre-
lﬁciﬁn 1ineal-- para comprobar la alineacifn de datos ) 4
la bondad de la xrecta escogida para unirlos, es decir,
de la recta de xegresifn.( vlase el programa 5.9 ).

Con 1a utilisacifn del anterior ﬁtﬂqulﬂ'-
se han obtenido varias series de datos; da todos ellos
los que pressntan una mayor -inctitud son los que pue-
den verse en los listados del programa 5.8, Para la de-
tarninacifn de las constantes del ensima se utilizaron

sn  esta coasifn 14 puntos, correspopdientes a uonuinf
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traciones de UDPG entre 2,3x10"0 y 2,96x10") M, utili-
sando reastivos con actividad radiactiva especifica del
UDPG* diferente para cada camo con el fin de permitir
ia medicifn de paquefias variaciones en la actividad y
sconomisar material radiactivo. La lista de valores ob-
t-pidoi para ¥V y Xm puedan verse en la tabla 5.10,

Como puede apreciarse, las variaciones
con el tiempo de incubacifn soh pricticamente lnliqn;-
fieantes, por lo que la-fdntnu de ambos tiampos s qdqr
Plementan y nos oonstatan la constancia del valos diﬁﬁ-
la Xh para el UDPG on presencia de un exceso d-lﬂi=£1- 
vallor glucoma-6-F ( sctividad T ), lo que da una r al
0,019 en ambos casos y una Ew del orden de 3,0 a : 7-10'“
M, valor que cas claramsnte dentro de lo qua vlln 1: xh
pnr- al UDPG en otros sistemas de glunﬁqnnunalni-tnln'ff
on otros animales y coinoide también con los !Ilo:pl r“
normales de concentracifn de UDPG intracelular. Ast |
pues, la concentracidm de UDPG en el ensayo tipo ( 4,4
MM ) e de unas 13 veces la De, lo que hace suponer
que la actividad aloansada en ¢l ensayo es la nliinn a
que = pusde dar lugar al detezrminar el ensima con sa-
turacidn de activador y -ultrlﬁo.

LA Im an asta sisteans s del nismo ordamh

de la Xa para la glucosa-§-P, vifndose que sus valores



VALORES DE ¥V Y DE Xm PARA EL UDPG RN EIL SISTEMA
GLUCOGENRO-BINTRETABA DE JOROBA DE POLICEINELA

tienpo de Lnecudaciln) & minutos

actividad 1 4 ¥ C.de correlacibn
total 0,019  3,0x10% 0,990
dependtentes 0,015 3,2x5100% 0,974
indapendtente  0,0013  7,6x10%S 0,40

tiempo 4o ineudaciBn: 8 minutes

aatividad . 4 m C.da nnrtnlnn!in'j
tokal 0,019 3,7010°% 0,998 "
dependiente 0,018  3,7x10"% 0,983
independienta 90,0005 4,310 0,32

3hs valeres de ¥ vienen exprasados en sM/l de toqtnn,ﬁﬁ“
glucesfdicos imcerporados al gluclgeno por minute y
por 0,03 ul da homogenade crudo; les valores de Im

viemen en W/1y €. da correlasifa es el ceaféolsnse da
corvelacifa 1inesl antre los inversos de la velogidad
y de¢ 1a concentracila de TDPE.

TABLA 5,10
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son similares en unas mismas condiciones, as! el valor
de 3,0 a 3,7x10"% M de Ja ¥Xw viens a ser aproxiwmadamenta
el doble de) valor madioc de 1,54107% M de la Xa para

la glucosa«é-»,

Los datos para la actividad dependiente
son muy similares a los de la actividad total, lo que
avala aln mis la -upnniuiﬂn d- que la actividad 1hd-w
pandients © ax muy baja o se debe !undln-ntllnnnt- - 1-
ptclnnntl de glocosa-6-p -nddqinn Los valores de: ln lh
para dloh- aatividad se -n-v-n an el mismc lnta:vnlo |
que los hallades para la nutivldnd total, Ia Iﬂtlvidﬂd.
tndependiants nos da unos valores de Iw del ord-n de\(f
4,3 a 7,6210"%, o sz, una mayor sensibilidad pu:a uoﬁ
el enxima, aungue la I-uturn de los coeficientes d- oo—
r:nlautﬂn lineal ( 0,32 ¢ 0.40 respectivamente ) nnl hn-
cen ver {nasdiataments la escasa alineacién de los “ff
puntu-. Yy por tanto la sscasa fiabilidad de los datou.

En ol qu£1§d 3.9 puade verse 1:’%ié&i§i
sentacifn de los datos del anterior ptograma lnqﬁh 1& ”3
representacifn de LINEVEAVIX y BURK para comprobar d-
un wode grifico los valores hallades en el allaulo.‘
Puede cbservarse la notabdble correlacifn existente -ntrq
ambos parfimetros y la bondad de la recta de r-qrclxdn

calculada.
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5,3 CARACTERISTICAS DEL SISTEMA GLUCOGENO-SEINTETASA
DE MEJILLON

5.3.1 - EFECTO DE LA PREPARACION Y DILUCION DE LOS HO-
MOGENADOS

Para la obtancién de humuq-nudni sa u-
tili-aron howogenizadores de vidrio de] tipo descrito
por POTTIR y lLviJIIH, de tamafios diversos segln el vo-
lumen de la musstra a homogenizar y in diluoibn requeri-
da; también se utill:& un hunug-niindnr mnclﬁico } dul
niswno tipo, con el #mbolo int-rior de t-!lon movide por
un motor eléetrico poovisto de un variador de velocidad.
Los hnnnqnnndon obtenidos por astos prucﬂdinicntan pre-
sentaban afin abundantes restos unlula:ol. que podian ﬁli-
minarse por centrifugacifin o, mis innnnplotlnnﬁtn por
una simple filtracifn a través de lana de vidrio o de
algodbn, En el caso de la howmogenizacifn d.ltljiaﬂl con-
teniendc una slevada proporcifin de -lpcrnntu:nidan 6 |
de esparmatogonias en estado avanzado de produccifin se
apreciaba al microscopio una gran cantidad de dichas
chlulas ipaznntun.htn intactas tras una prolongada ho-
mogenizacifn meocfinioa. Como eriterio habitual plrl al
cese de la homogenizacifn se tomd al de 1; prlcticn au~
sencia de resistencia y rozamiento a los movimientos de

giro del mandril homogenizador, asi como la no ochserva-

c¢ittn --a simple vista-- da nﬁurinl organizxado,
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Los homogenados se efectuaron casi ex-
clusivamente en tris 50 mM EDTA 5 wM pB 7,8 ( ajustado
gon CIH con¢. ) © bien, en algunas ocasiones, con agua
desionizada. El papel del EDTA S wM es el de secuestrar
los iones metilicos pesados que polirian alterar la ac-
tividad del enzima, como el cobre, muy abundante en as-
tos moluscos. nntinnrinnnntq‘ll homogenizaoitn se efec—
tuaba muy pece tiewmpo despuls de la extraceifn y pesa-
je del Srganoc, realizfndose la homogenizacifn con el tu-
bo axterno del aparato immexso en agua con hielo !undnn~
ta, con el f£fin de disminuir al minimo la accibn del ca-

lor sobre sl enxima,

En las homogenizaciones efectuadas a tem-
peratura ambiente se pudo comprobar una ripida inacti-
vacién del enzimm, por lo que al procedimiento habitual
requexia la utilizacifin, en todo momento, de bajas tem-

’nrtturil.

ta &tlucién norma) utilizada fud de 1:10,
es decir, una proporcifn de un 10% de materfal !r-lqo
inicial con respecto al volumen final { relacifn p/¥ )
en algunas ocasiones se utilizaron homogenados 1:5, pe-
ro dicha concentracién, probablemente debido a la pre-
sencia de materiales inhibidores, hacia que no Ee pre-
sentara corrisentemante una c¢lara linealidad entre la

actividad registrada y la calculada por la dilucibn.
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erArICO 5,11

Ffecto de la dilucifn de los home-
geanados sodbre la actividad glucdgeno-sintetass da
la joreda de Polichinela de mejillén.

~ En ambos giKkficos las evdensdas co-
EXespenden al ineramento de setividad axpressda
an epm, ¥ en aboisas Y& comcentracifa del homoga-—
nado, an mg da Srgane fresco por ml de homogenado,
@ sea la concantraciln en tantes por mjil de taji-
do fraseo con respscto al tetal.

Bo el grifico superior { cuadrados )
al homsgenado ha 2ido obtenddo cen tampbn de tris
SO mM, EDTA 5 aM y saatato magnfsico 8 'aM gom un
pH da 7,8, miantras qua on al inferior ( civaunlos )
el homogeundo sa obsuve cen ¢l mismo tamp8n pere
exante da magnesio.

Las 1fneas contizuae ( figuras ile-
naa) eotr-npoidun a la actividad totsal y las 13-
neassa trases a la sctivddad independiente (figu-
A8 blancaa). Ean amboes casos se trata de hemogeha-
dos realisados con el nisme Sxrganc del mismo animal.

' Se obsarva que es el grEfico superior
(presancia da H.++‘n§;didql la actividad tanto T
domo I astf claramante correlacédonads cen la dilu-

~ ¢dfn. En al srifiece inferior (ausencia de Mg+t a-
Bsdide) se obsearva tambhiln la aorrelacidsa para 1a
actividad I, pere no pava la T; hay um claro decai-~
nianto de la actividad con vespecto s leos mg da
tajide cuanto mayer #s la concentracilno del ensi-
mg y de sus scompafiactes en al tajidoe.
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En el grifico 5.11 puede verse dicho
efecto ( gréfico inferfor ), efecto gque puede obviarse
en algunos casos con la adicifn de Mg++ ( B mM ), con
lo gue se consigue restaurar la linealidad entre concen-
traciones de tejido fresco y actividad. Esta agcifn
tal vez pusda deberse a una ocmpetencia entre fones de
Ng++ y los ioneas de Cas++ debido a un desplazamiento
de la supremacia hacia el Cat+ por efecto ds una anasro-
bicsis forzada ( condicifn que presentan los animales |
utilizados ) por incorporarse el Ca++ a los liguidos
corporales con el fin de neutraliszar la acidosis nmeta-
bflica producida por la respiracin anasrcbia, y habi-
da cuenta del efecto inhibitoric del Ca++ sobre la ac-
tividad del enzima ( véase el capftulo 6.3.8 ).

5.3.2 EFECTO DE LA CENTRIFUGACION A BAJA VELOCIDAD

Tras diversas tantativas infructuosas
da obtener preparaciones ensimliticaz con actividad men-
surable procedimos a la comprobacifn del efecto de la
centrifugacifn a baja velocidad ~-a la gue soliamos mso-
meter rutinariamentea & los Bomogenados a investigar--
sobre la actividad glucSgeno-sintatasa de Sstos.

- Para compesbar sl efecto de la centrifu-

gacién tenfamos primero que eliminar el factor coinci-
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anmco 5.12

Efecto de la centrifugaciln a baja
velocidad sobra 1la actividad gluaSgamc-sintetasa
de un homogenado de joroba de Polichinela da meji-
1180, o o

| Con aste grifico se tratadda compro-
bar al efecte combinado da la cantrifugacifn a bad-
'j. velocidad con la temperstura ambients en al sen-
tido da aliminar la sctividad enzinltics de los
homoganades. ‘
_ | En oexdenadas se¢ axpresa la actividad
~en incremantos da cpm dabidos s la sctividad del
ensima. En H tqﬁ@nnu el dascanse da 1la actividad
del homogenade connervade an hislo. La columnma 0
tndica 1a actividad dal heomogensde recifn prepara-
do y #iltrado someramente a través de slgodn, A
1o 30 minutos se obtiene el resultado de la se-
gunda colunna { 30 ) vy a 1os 60 minutos sl da 1a
tczc-tq { 60 ). Los recuadres gruesos indican 1la
abhetividad I ¥ las 1¥uess finas 1a actividad total.
‘  Em A fenenos el afecto de la tempe-
Tatera -hinﬁtn. s unos 15°C, a los 10, 30 y 60
'nlnutno :q-pgetlvnn-ntﬁ. En 3 astin los raesultados
uicontrnﬂol en el sobranadants de la centrifuga-
cifn & temparatura ambiente del hemegenado, duran-
ta 30 -inutol y a 1.4%0xg € 0 ), de 1s actividad
d-lcltu nismo homoggngdo tras 30 uinutos adiciona-
‘lip_gn.hiilo { 302 ) y dal misme sobranadanta
g:;-‘so minutes a temparatura ambiente ( 30 A ).
En ?.lli‘ ia setividad del precipitado resultante
da 1a centrifugaciSn citada, psecipitado resuspen-
dide eulaldulnloutn an un volumen de tampla de
tris 350 aM EDTA 3 uM pE 7.8 aquivalenta a 1,5 ve-



i
R

225

cas ¢l veolumen antaerior que ocupaba 51 homeganado
complato,

s observa que la desapseicitn del an-
sims sl centrifugir ne puede ser explicsda exclu-
sivamente como ppbrdida debids fundamentalmente
al caler a lo large del tiempo, sino que tambiin
juega un papel importants ln‘prdnifltneiﬁn de par-

tigulas scetivas probadlemente liildln'n"in;-dnu

tos cslulares don la c-ntrifulnnitn prolnn.ndn a
hljl velocidad,
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denta del afecto de la ﬁgnpcruturl ( yva qua la finioa
centrifdga de que disponfamos era una sencilla centri-
fuga clinica, no refrigerada, con un campo gxnvitatﬁrio
riximo de 1.450 g ). Para ello se disefiaron experimen-
tos como el reprasentado en el gréfico 5.12, en el que
puede versa la actividad glucgeno-sintetasa gque desa-
rrollaron diversas preparacicnes ensimfticas de un homo-
genado da joroba de Polichinela. 21 homogenado filtra-
do da una actividad aceptable que se pierde paulatinansn-
te incluso al conservar el hﬂmuﬁﬁnldo en hielo. Con el
homogenado a tempartura ambients, es decir, en las mis-
mas condiciones con las qud se¢ encuantra eh homogenado
en el intertor de la centrifuga --en lo referente a
temperatura--, la actividad glugbgeno-sintetasa se
plarde de un modo wmis ridpido, pero a los 30 minutos vie-
ne asesy aproximadamsnte la mitad de la actividad total
inicial. En cambio, el sobrenadants de una centrifuga-
cién de 30 minutos a 14450 g nos da una actividad antre
1/4 vy 1/% de la primitiva, con un claro predominio de

1a actividad I sobre la D; esto nos hizo pensar en la
posibilidad de que &l snzima se sncontrass liqndb de
algtin modo --bastante efectivo-- a alguna estructura ce-
lular voluminosa organisada y que su separacifn de la
misma resulta algo diffeil pudiendo courrir qus el en-
gima se inactive en parte al proceder a su separacifn.
En favor de este dato asti el hecho de que con el pre-

cipitado de la centrifugacifn anterior resuspendido en
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tanpbn de tris/EDTA se recupera una muy considerable
parte de la actividad perdida. Esta actividad recupara-
da, sumada a la del scbrenadante, llega a ser cuantfta-
tivanente mayor que la que se obtianhe tras mantensr el
hemogenado durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Este hacho se puede explicar por la misma hipStesis ex—
puesta an el apartado pracedente, y gue nos indica la
posible accifn inhibitoria -~leave-- debida a la presen-
cia de Cas++ en el sobrenadanhe de la centrifugacibi,
espacialments s{ se tiene en cuenta que la resuspensifn
sa realiza en tampn exento de Ca++ y conteniendo EDTA.

5 mM, que secuestra dicho catifn en parte.

De todo esto se infiere que el prdcudi-
miento a seguir para la determinaciSn de los niveles de
actividad de los homogenados ea la utilixacién di un
buen sistema de disgregacifn mecénioa del material, co-
mo puede serlo el progedimfento citado de homogenimacifn
perc seguido de un medio de separacifn mis enérgico, co-
mo la disrupcidn del homogenado por madio de ultrasoni-
dos en un sonicador, seguido todo ello de una centrifu-
gacisn bajo refrigeracifn ssvera y postarior resuspen-
sifn da lows precipitados. En las condiciones en que se
llevl a término este trabajo se opt® por n&uplcnint-
‘£iltrar los homogenados a travisd de lana de vidriﬁ o
de algodSn, con al fin de sepirar del 1%quido los restos
de tamafico axcasivamente grande ¢ge podrian taponat las
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rmicropipetas y dar lugar a artefactos en las determina-
ciones, espacialmente en las de proteinas, ya que su
proteina seria determinada pero su posible actividad se-

ria précticamente nula.

5:3.3 EFECTO DEL MAENESIO

Despuls de comprobar al efacto del Mg++
sobre la actividad del ensima en la dilucién de log ho-
mogenados ( apartado %.3,1 ) se pensf en detsrminar de
un modo paralelo cufll es el efecto de dicho catifn so-
bra la preincubacifn del ensima, conocida su importancia
an el intercambio de lags formas D e I ( HEDESEOV, ESMANNK,
ROSELL-FEREE, 1966 ) as! como en la actividad efectiva
del enxima. Para ello se efactuaron diversas determina-
ciones de la actividad gluclgeno-sintatasa de diversos
homoganados con o sina la presancia de Mg++ afladido al
howogenado y con mayor © menor tiempo de preainoubaciSn.
Los resultados cbtanidos siguen la pauta de los dal gri-
fico 5.13, en el gue puede verse la raﬁxnunntnol&n de
la curva de actividad frente al tiempo de praincubacifn
en presencia y en ausenaia de Mg++ 38 nM afiadido al ho-
nogenado ¢crudo; como pusde apraciarse en este caso, la
aceibn del Mgé+ resultd totalmente inconclugents, coin-
cidiendo los grafos de un modo casi complato, lo que

pareceria indicar en este caso una carencis de accifn
del Mg++. Tampoco se apracia ningfin efacto del Mg++ mo-
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¢rAFICO 5,13

l!-«td del Mg4+ an exceso sobre la
actividad glucSgano-sintetasa de un homogenado de
joroba da Poliehinala de maejillidn.
| $a prepar$ un homogenado 1:5 en tris
S0 mM XDTA 5 M pH 7,8 qua luago se diluyl en
dél‘l!lnciﬂﬂll con a1l misme tampbn una y la otra
 eou tampln sin EDTA y aonteniendo acetato magnlk-
eico 16 mN, de tal modo que la concentracilin f4-
nal en los des tubos vesultd sexr da 0 mM/1l y de
8 aM/1 respectivamente { wmagnesio aladide, no se
auenta -1.‘u. pudfeza contanar al homogenado ni
lllqul_ilﬁﬂtlttl-il EDTA }; 1a d1luciln fiaa) da
Gste qued8 om 1:10. .
‘ Xn A tenemos los resultadoe da la
actividad total an presencia de Ngi+ afipdido 8
i segfin el tiempo do praincubasila a 30°C y de
una ilaubadiﬁn de 15 minutos a 235°C; an 3 los de
‘1s actividad ctotal en avsancia dal eatiSn citado;
an C la nétivilnd independiente en presencis de
Hg++ 8 m¥M v an D la aetividad I sin dicha concen-
tracibn da Mgéd,
| Se apracia que los Tesultados no son
concluyantas y gqpe ;l prasencia de Mgéd no sefiala
en absoluto um ssmento de 1s sctividad del ansima,
ni tampoco 1-p£dn la rEpida plrdida del enzima con
la preolongads preinmcubacibu a 30°C,
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.~ bre la estabilidad de la preparacifn enzimftica.

Estos resultados parecen contradecir
los obtenddos en el apartado 5.3.1, avnque s6lo aparen-
- temente, ya que en agqual caso era manifiesta la noctii-
dad de una cierta cantidad de Mg++ por parte del enzima
Y en aste caso, realizadas las correspondientes determi-
naciones de los niveles de Mg++ en uno de los homogena-
dos 13110 utilizados obtuvimos el notable resultado de
una concentracifin de Mg+ de 22 m¥/1 { & los que ah#d!a—
zos 8 mM/1 ) mientras que el contenido en proteina de
dicho homogenado sra s8lo de 0,56 mg/ml. Esto nos. hace
pensar gque aungue el Myg++ tenga un afecto constatable
s8ic en algunas ﬂﬂlliﬁhﬁl‘( probablemsnte cuando la re-
lacifin entre lazx concentraciones de Ca+é+ y de Ng++ se
desplace axcesivamente hacia e) Ca++ )} los niveles de
Mg++ habitualmente presentes en los tejidos son sufi-
clantemante altos como pama no consgituir en absoluto
un factor limjtante y reguladsr como ocurre en muchos
animales terrestres ( caso de los leucocibos humanos
polimorfonucleares: ROSELL-FPRREE, ESMANN, 1945 ), que

- presentan niveles de Mg++ bajon.

N6 deba olvidarse que el Mg++ contenido
on #l agua de mar es del orden ( promedic ) de 53,6 mM/1,
y ¢l contenido en los liguidos orgdnicos del mejillén es
de 5%,6 mM/), mientras que los valores correspondientes
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para -al Ca++ son de 10,2 y 12,% mM/]l respactivamente

{ POTTS, 1954 ), aunque en ol caso del Ca++, como yi e
‘ha menoionado, tienen una gran importancia los depSsitos”
de la capa laminar de la concha, que constituyen una re-
serva catifnica considerable para combakir la acidosis
debida a la prolongada anoxia periSdica, |

n algunae otri- ocasiones se han llega-
do a detectar niveles de Mg++ de hasta 50 mM/1 en homo-
genados 1118, 1o gque supone una concentracitn del orden
de 0,5 B/l en los tajidos utilizados, cantidad realmen-
te sorprendenta y l8giwamente mucho mayor que la necesa-
ria para afrondkr suficientemenete cualquier necesidad
del animal en lo referante a dicho catisin.NWestros datos
sefialddos anteriormente de unos 232 mM/1 en el homogena-
do 1:10 nos conducen a lupﬁnar una consentracin de Mg+s
en al tejido crudo de unos 220 mM/l, es decir, una con-

cantracién del 0,53% de magnasio..

%.3.4 EFECTO DEL MERCAPTOETANOL

Al comprobar la prdida de aotividad
que se producia a lo largo del tiempo, se penst dn la
posibilidad de que lct:grnpou ~-88 del ensima we vieran
afactados de algfin modo por los restantas componenbes
del homogenado crudo, inactivindose asi el ensima; por
ello se utilixd el mexcaptootnnolﬁ1 R8-CH3~CHy-OR ),
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erRArico 5.14

Efecte da la prasancia de¢ mercsptos-
taaol 21,5 =M sobre 1ia lﬁfividld glucdgano-sinte-
tasa de un homogenado 1:10 de joroba de Polichi-
nala da majilifn,

La incubacifn en todos los casos
ful de 15 minutos & 30°C en las condiciones tipo.

En A tenemos 1la latividld.totll an
presancia de mercaptoatanol 21,5 uM; en la B la
actividad T en ausencia de dicho saterial; en C
la metividad I en pf.llnnil de mercaptoatancl
21,5 mM vy en D la actividad I en su awwancia,

Se comprusha que la desaparieidn
del ensima no za debe fundasentslments & la das-
truecilin de sus grupos -SH libres; dsta appldaas~
ciSn es aplicable s6ioc hasta cierto punte ( las
cuxvas A y C acaban ufs arriba que las B ¥y D, aun-
que muy poeco ). La pressncis dsl lcfenptoctlnol
inhibe un poeo la actividad normal del snsina,
aunque al cabo de un tismpo se astabiliza la si-

tuawidn, invirtifndese posteriormenta los términos.



239

sonpesde protector de grupos -SH, para tratar, en lo
posible, de contraariestar la pirdida prograsiva de ac-
tividad de los homogenados.

' tos resultados obtanidos con este trata-
mientc son los gue pueden apreciarse an el grifico 5.14,
an el Quesdses puede ver qile el efecto del mercaptostanocl
no es claro y dnliniﬁivu, Ya que no se aprecia una cla-
ra y marcada conservagifn de la actividad enziwmftica y
i s8lo una uiiktn'ﬁnnddncin en esta sentido que se em—
piesa a notar al cabo de un tidmpn mis o menos largo.
A la concentracifn utiltzada, 21,5 mM, se aprecia un
cierto efecto inhibidor sobre la actividad del homoge-
nado sin preincubar, este efecto va desaparsciendo has-
ta que se invierte la tendencia tras un prolongado
periddo de preincubacién. La relativa proteccitn de la
actividad gque puede conferir la ut{lixadifn de mercap-
toetanol parece deberse a una oierta axaltacibn, depen-
diente del tiempo, de la actividad I, aunque en tan pe-
queilia medida que los rasultados no aparecen claros ¥ no
puede hablarse de intercambic de formas D e I,

En definitiva parece que la prolongada
y ripida inactivacifn del encima --espscialmente por
efecto del calor muy moderado-- no ge debe prioritaria-
mente a la afectacifn de los grupos sulfurados del en-
zima; esta accibn posiblemente contribuys a la inesta-
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bilidad del enzime, perc de lo vizto se desprende que

no constituye el principal efemento perturbador.
5.3.5 EFECTO DE LA TEMPERATURA

5.3.5.1 TEMPERATURA DE INCUBACION

Fabida cuenta de que el mejilldn es un
animal marino vy poiquilotermo, en las primeras detmrmi-
naciones de glucOgeno~sintetasa en este animal se uvti-
lizd la temperatura de 30°C como temperatura de incuba-
¢ibn tipo. Posteriormente, al comprobar que la activi-
dad del enzina se pardfa, incluso en el hielo, a lo lar-
go del tiempo y con mayor ¢ menor rapidexz, se pensd
en la posikilidad de que el comportamisnto del ansima
frente a la ttnnénrturu-no‘funrl demasiado uniforme,

Por todo ello se efectuaron una serie de determinactionas
de la actividad de preparaciocnes enzimfiticas de joroha
de Polichinela frente a las diferentes temperafuras de
incubagifn probadas y con las demfs condiciones del en-

sayo uniformicadas y ndﬁﬂn las condiciones tipo,

~Un ajumﬁln'de los resultados puede apre-
ciarse an el grafico 5}15, an el que se puede abservar
que se obtiena una curva campaniforme con la parte su-
pearior en megseta mis 0 menos aplanada y con un claro mi-

ximo ( temperatura Optima de incubacifn )} situado alre-
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6rRAFICO 5.15

Datarminaeidén da la tilplrlturl Sp-
tima de incubacifn para 1a ;1u¢$:¢ﬁo-aintcilla‘du
joroba de Polichinels de mejilidn,

Se prepar$ un homogenads 1:10 fily
trado y se determind la actividad gluclgenoc-sinte-
tasa del miswo a diferantas temperaturas 4de incu-
bacifn. La lfnes continua indica la actividad to-
tsl v la de trasos la indspandiente. la actividad
viena expresads en c¢pn brutas incorporadas al glu-
¢Sgenc tras una incubscifn en comdiciones tipo
(todas las varisbles fijas salve la tclpitltirn)
con 15 minutos de duraeifn. k1 error anfximo de a-
ptnataciin de 1la ttlparlturn ful inferior h'-o 5
do en todos lon cntou.

Pusde obssrvarse que la forma de la
curva de la actividad T es claraments campaniforaas,
con uwn mfiximo da sctividad entrae los 20 y les 30C
¢, con ascasas variagiones dantre da nut-‘gﬁrgcn
y con un mfximo del orden dea los 23-26°C. La ac-
tividad a 30°C s de aproximadamente un 95 de ls
nfxima. Passdos los 30°C hay usa fuerts nnidn, pro-
bablemente debida a 1s insctivaciln d-l ‘enxima
que haca que sobye los 45°C ls actividad ses menor
dal 9% de la mixima; an cambio, a 4*C, con hielo,
ia actividad as bastants apraciable, dal orden del
30 X de la miixima.

La sctividad I as priatiqnn-nﬁn in~
existentsa aunque ea apunta una ligers acentuvacisa
de la actividad mExima y tambifn de la alnina.
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dedor de los 25-26°C; la inactivacifn del enzima es
muy fuerte por ancima de los 30-35°C, perdi#ndose pric-
ticamente la actividad e los 45°C: por el contrakio, a
A'C, temperaturaddel agua de hielo, mse obtienen resul-
tados aprnaiables; 1o gue nos hace pensar que al siste-
ma anzimfitico es capaz de trabajar perfactamente a tem-
peraturas ambiendsas muy bajas, parsistisndo el misterio
de clme puede scportar el animal la accin del sol in-
tenso sobre su concha negra en la marea baja sin que sa
inactiven sus nistemas enximfticos, o al menos el ¢ue

nog goupa, de un modo frrevergible,

Es de notar el hecho de gque la actividad
I, miy baja en todos los casos estudiados, se mantiene
notablemente conafante A pesar de la accifn del calor,
incluso por encime de les 40°C, aungne esta aparents 1i-
nealidad puede sear debida simplemente a los niveles no-
tablemente bejos de dfcha actividad. Téngase en cuenta
que en el caso del griffco 5.15 el valor del ‘smbients’
del contadow es del.cidtn de 45-60 cpm,

%.5.5.2 TEMPERATURA DE PREINCUBACION

‘Al comprobarse que la pxdida de aotivi-
dad con el tiempo de preincubacifn no era la misma cer-
ca de 0°C que de 25°C, se determint el efecto que po-

dria tener,scbre la actividad, una preincubacifn cons-
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GRAFICO 5,16

Efacto de la temperatura de prain-
cubacifn sobre la actividad :lnelgcna--intntanl
de un hnnn;onlda 1:10 da Joroba da ruliuhinnll de
Iijillﬁn. |

‘ﬁ- prapar8 un homoganade filtrado
Y se determin8 su asctividad --en condiciones tipo
con incubacisn de 15 minutos a 23°C-- sagfia la
tempataturs s la que nd haya incubado al l:tarinl
praviamsnts. 21 lrn!o T indiaa la lctividnl total

y o} I 1a indnpcndinnto-

Las determinaciones 13 a!-:tunrun
por duplicado; sl srror an las dnt-:nin:cinuoa.dn
temperatura fuf, ea todo caso, menor ds B.S'C.

" Sa aprecis un pnﬁln;ino. not-b1. y
discontinvo dsacanse da la actividad quesss re-
gistra ya 1‘5‘6 an comparaecifin con la obtnﬁid; a
0,5%C; pasadof a@tn iinnldn. 1a pirdida de acti-
vidad sa suaviza, crefndoss un punto da inflexifn
sobre los 135-20°C --tambidn marcado en la curva
I-~ aumentando luego la nutividld sobra les 25-
30°C. Pasadon los 35°C la actividad deeciende a-
bruptamente j‘yl Bo 2 fu:ipurn.

La actividad I sigue un clerte pa-
raleliswo, con la salvadad da qua an el intervale
0-10"C hay us ligero aumento de sctividad en lu-
Bat de una disminuciBn. Tmadbifn los nivelas de ac-
tividad I son mauy discratos, aflo se inniftnntin
con relativa alaridad en sl afimimc witwado antre
los 25-35%C.
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- tanta en cuanto al tiexpo ( an el caso dellgrifico 5.16,
de 15 minutos ) y variable en cuanto a la temperatura

a qua se llevaba a acabo la prefncubscifin, mantenidndo
constante la temperatura de incubacifn posterior ( 25%°C )
y dejando los distintos tubos conteniendo el mismo ho-
mogenado durante el mismo tliempo a diferentes tempera-

turas de praincubacifn.

"En el gré&fico 5.16 puede apreciarse un
descensc constante pero de pendiiente variaBle en la cur-
va de la actividad T frente al aumento de las temppra-
turas de incubacifin. El descenso da la curva es mucho
" wls fuerte al principilo y al final, estabilisfndose li-
garamente en las tomparaturas intarmedias. Puade apre-
ciarse la superposicitn de dos tendencias, una des das-
censc paulatino de la actividad total sinablteracifin de
1p actividad I { es decir, descienie Gnicamante la ac-
tividad D ) y otra con un aumento conatante de la acti-
vidad I que se superpone a dicho descenso y que modifi-
ca consecusntanante la curva resultante de la actividad
total, Este incremaento proporcional de la actividad I
se da entre los 20 y los 40°C; pasada esta fltima tem-

peratura, la inactivaci®n es pricticamente total.

Paralelamente a este afecto compsrativo
de la accifn de la temperatura de prainoubaciin se¢ estu~-

418 ¢l efecto del tiempo de duracifn de dicha preinouba-
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6rAFICO 5.17

Efacto dal tiempo de duracifa dea 1la
preincubacibn sobre la actividad gluclgeno-sinte-
tasz d¢ un homogenado 1t10 de joroeba de Pilichinc-
ia de mejilitn.

Se llevl a cabo 1la experiencia por
duplicado en hielo ( A, C ) vy & temperstura an-
biente ( B, D ). La actividad viene expresada en
cpm brugas incorporadas por al gluglgeno en condi-
clionas tipo dutnnty 15 minutos de ineubacifn s 25°
C frente al tiempo de preincubaciSn ( en minutos ).
Ay B reprasentan 1la actividad T; C ¥y D 1a I.

Como puade obsexrvarse, an asts nﬁu*
sin, la sctividad I as prigticamente nula y no
results afectada pot la prolongada prcincﬁtﬁniﬁn,
niantras que puede apratarse un descanso ﬁlulntina
y conatante de la actividad T a tempazatura ambian-
te ( aproximadamente unes 22°C ) --B-- frente al
tiempe que ha astado el homoganade somatido a di-
cha temperatura, liwdQIIlnlﬂ as iayor qutlcl qua
pe regiatra -;uttuinﬁia sl houo.anado‘ﬁﬁ hislo
~rh==, & pasar de qun‘tilhiin se observa una cler-
ta disminucifn de actividad en Sste.

Sa desprsnde que ¢l sistema enzimi-
tico sufre fuartas alteracionss por el marc efec-
to da la accilin dal caler a tamperaturas moderadas
durante tiempos r-lntiii-natl cortos, llegindose
a pardar an una hora --sn este Caso-- & tempara-
tura ambiente aproximadamente el 85% de la acti-
vidad alucﬁ:qnu~n£ﬁt-tnla, aientras qua sl sismo
homogenado en hielo s8lo piards aproximadamants
el 30%.
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¢4{8n a una temperatura constante., ¥n el gré&fico 5.17
puedna verse al distinto efecto que tiene la temperatura
seqfin sex baja © elevada schre un homogenado mantenido
en hielc y sobre uno gue se ancuentra a unos 22°C. La
actividad T descéénde fuertemente en al segundo caso y
- de un modlo mfs ligero a temperatura fria. La actividad
I se mantiene pricticamente commtante y en un nivel
bastante bajo, sin quoc parezcan sfectarke ni la tempe-

ratura ni el tiermpoc de preincubacibn.

Al contrario da lo c¢itado en la biblio-
grafia ( STEIFER, 1961 ) dicha {nactivacifn thrmica
resulta irreversible. 2aste hecho resulta diffcild de
- explicar dades las condiciones en las gque viven habitual-
mente los melillones, en la zona intercotal y sometidos
& largos rerflodos de anoxia por emersifn de laas rocas

sobre las que viven en la bajamar, dfndose la circuns-
tancia de que al so) calienta entonces directamante a
ester animales, sin el efecto refrigerante del agua de
mar circulante, especialmente débido a que su concha as
nagra, con lo que e nhnorha.ll RAYOr parte del espsetro
luminoso del sol; esto haee gue la temperatura interior
del animal suba de un wodo ﬁhy considerahle { aunque

a8 probable que las salpicaduras y o) £fino vapor de las
olas rofrigeren en alguna medida a estos nninnlal') a
tamperaturas probableamente superiores a las que Jan si-

do ntilizadam an estan axveriencias. Es absolutamente
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116gico suponer qua este sistema ensimftico se inactiva
a texperaturas no demasiado altas, ya que en la natura-
lexza el animal se enfrenta con situaciones térmicas peo-
Te: Y no es de suponer qua el animal se deshaga de sus
fistemas ensimfticos cada vesx qua se ve sometido a un
nivel de c¢alor un poco superior a lo acostumbrado, Ks
mis factible el considerar que no se produce una inac-
tivacitn irreversible del enzima sino el paso de Sste

a unpa forma inactiva que, con los medios experimentados,
no hemos podido recuperar a forma activa y que podria
ser similarva la descrita para otros sisteamas ensimfti-

cos ( ROSELL-PEREZ, 1972 ).

5.3.6 EFecYo DEL PH

Al igual gque se efectuaron cumprohaaio;
nes del afecto de la temperatusia, sa llevaron a cabo
determinaciones de la influencis del pH sobre la acti-
vidad gluctgeno-sintetasa de homogenados de joroba de
Polichinela del mejillén, Rutinariaments se habia veni-
do utilizando en todas las determinaciones el pH de 7,8
como acides Sptima hipotética para la determinaci®n de
la gluefgeno-sintetasa, hu-lnﬁdhul an trabajos anterio-
res cque sefialaban este pH como -eiptlbln para las deter-

minacionas en otros animales.

Para la datarminﬁci&n dal efecto del pH
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GRAFICO 5.18

nngntninneiﬁn del afecto del pH del
nadio sobre la actividad glucPganc-sintetana de
la joroba de Polichinela del wejillsn.

$e praparf un homogenade 1:10 con

. agua y se procadil a 1z determinacifn de su acti-
vidad :luélluuqnqin:tt-tl como c¢cpm incorporadas
tras woa ineubacifn de 13 minutos a 25°C bhajo una
conaentraciln de UDFG de 4,44 aM/1 y una de gluco-
sa-6-F ( en la sctividad T ) de 6,66 mM/1, con
una concentracifa da tampBn da tris/glicil-glici-
na ( viase s} tiztc ) da 68,66 M/l a los difaran-
tes valores de pH dassados.

Zn la durvu supsxior, de ljnas con-
tinua, corresspondiente a la agtividdd T, se obser-
va un claro ninimo de actividad en pico, con valor
nizimo da actividad a pE 7,8. Por debajo da pH 7,0
ia actividad es del ordea dal 50 de 1la nlxima.
Por =l contxario, en e} lado'alealine’ de 1la curva
sa ebasrva una !oi-n da --nuti son aseass variacifn
da in actividad frenta a cambioes dal pH, santenibn-
dess una actividad del erden dal 90-95% del nfximo
an a) ilt-rvnio de pH antra 7,8 y 9,0,

En la ourva iaferier, & tilaol, co=-
lr-lpnllilnto,i Aa actividad I puade aprecisrsa
wa afxime pose lnﬁnndo, an maseta Yy lli-riltrin-
gido, situado antre pi 7,4 y pR 8.8 , cen un ni-
ximo qua coineide con ol saiialado para la aetivi-
dad tetal.
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nos anfrentamos con el grave problema de que la mayor
parte de los amortiguadores cuyos mirgenes de actuacisén
colncidian con los que buschbamos contenfan iones que
podian afectar la actividad del ensima, Bien por su ac-
cibn como tales iones o bien por su fuersa ibnica. Ask
tuviaron que desestimarse los tampones de fosfatos, de
acetato, de citrato, de borato atc., quedandc s8lo al-
gunos materiales oxghnddos que no afectan a la efectivi-
dad de la accifn enximftica de un modoaspreciable, como
o8 el caso ded tris; pero los mérgenas de actuacifn del
tris/ ClR resultaban excesivamente estrechos y no wabfa
el realizar el experimento con tampones de dos tipos
diferentes, dado que entonces las posibles difersncias
no se podrfan atribuir totalments al pE y sf en parte

4 la composicin de las loluéion-: amortiquadoras uti-

lizadas.

Vistos estos problemas se intentS la
produceitn de un nueve tampdn que fueras ftil entre los
pA 6,5 y 9,% aproximadamente. 2 pens® en constituirlo
con tris y glicil-glicina con una concentraciSn conjun-
ta de 200 mM/l, preparadc con la mexzcla de cantidades
adecuadas de soluciones 200 =M d--nnbon constituyentes
POr separado en agua desionisada. Se procedid al oflcu-
lo del pH de las mn:alggjﬁropqrctnnllnl y se ohtﬁvo 1la
curva de valores de pﬂéﬁoncuntrlciona- de los constitn-
yentes, obtentiéndose LS& rnnultﬁdoa de la tabla 5.19,



TABLA DE LOS VALORESX DE pi DEL TAMPON TRIS/GLICIL-GLICY-
NA 200 mM

pH  glieil-glicina tris

6,2 0,99 0,01
6,4 0,97 0,03
6,6 0,94 0,06
6,8 0,92 0,08
7,0 0,88 0,12
7.2 0,83 0,17
7,4 0,74 0,26
7.6 0,82 0,38
7,8 0,52 0,48
8,0 0,38 0,62
8,2 0,25 0,73
8,4 0,17 0,83
5,6 0,13 0,87
8,8 0,11 0,89
9,0 0,09 0,91
9,2 0,07 0,93
’,4 0,08 0,98
’,6 0,03 0,97

9,8 . 0,01 0,99

Los valores de ‘11:11~i1i¢1nl y de tris estSn expra-
sados en tantos por uno de solusifa 200 aM de cada
jj* de ambas substancias que as preciso mamaclar para
ocbtaner el pH ssfinladoe.

| eRAFICO 5.19
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Con ests tampfn se cbtiene una amplia curva
ouyo intervalo de utilizacifn efectiva puede circunseri-
birse al intervalo entre pH 7,1 ¥ 8,4, aungue en casos
sspeciales, como el que noas onuﬁn. puede extenderse su
utilisacitn a mrgenes aslgo miks anchos. Para efectuar
aste axperimento se eligif un margen de pH entre 6,6 vy
9,4, detarminéindose la lefivtdid a 4diferantes valores
de pH tal) come puede apreciarse -h el grffico 5.18, en
sl gque se pueds ver uﬁ pliximo a pH 7,8 para ambas ac-
tividades T @ 1) ls sensibilidad de) enxima al pH es
mayor hacia el lado lﬁiﬂo; la basici{dad afscta relati-
vaments poco a la actividad del enxima.

Para las determinacionss rutinarias se siguid
utilizsando el tampSn de tris 50 mM EDTA 5 mM p¥ 7,8 a-
Justado con CIﬁ conc.,., dabido a su probada utilidad y
a8 su apreciable sconomia.

5.3.7 EFECYO DE LOS AZUCARES SOBRE LA ESTABILIDAD DEL
ENZIMA

Dados los slevados niveles de amilasas que
se han hellado em los diversos Srgancs del medillsn y
visto qua los nivelaes de glucosa y de mnltuollqollclrtoc
dos an los homogenados de los tejidos pueden ser muy al-
tos, se panst en gque tal ves Sstos podian tener algén
efecto sobre la actividad glucSgsno-sintatasa; por ello
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se efectud la preincubacién de un hnnuq-nldﬁ de joroba
de Poléchinela durante 20 minutos a 15°C en presancia
de glucosa o de maltosa & concentracionas variables a-
fadidas a las ya presentes en el homogenado, Sa compro-
b8 ¢que la presancia de los asficares hacia que la calda
de la agtividad del epnzima no fuera tan apreciabls, es-
pecialments cuando se utilisaba maltosa a concentracio~
nes superiores a los 100 mM/), lleglndose a recuparar,
con maltosa 200 mM, mis de un 958 de la actividad total
inicinl despuls de los 1% minutos citados de preincuba-
cl6n a 25°C. |

Tanbin se comprobl el posible efecto
proteator de la qlueninus-l y del FNa, como seflalaba
STEINER ( 196} )}, repitiindose el axperimanto descrito
poxr dicho autor de inactivar el ensima por preincubacidn
variable a 25°C. Sa astudil el efecto del FNa y de la
glucosa~6-P tanto juntos como por separado, afladidos
al aomienso del exparimsntc o bien ya iniciado I-tﬁ.
Lee resultados difieren mucho de los de STRINER, no
obtenténdose la espectacular recuperacsitén de actividad
que dicho autor seflala en su trabajo, ni por el ENa 30
mM, ni por la glucosa-6-P 10 wM ni por la meszcla de am-
hos materiales) antes bien, se obtuvo una ligera dismi-
mcidn de la actividad bastante constants, por lo que

parece l8gico suponer gque sus conclusiones no son el
absoluto aplicables en el caso dal estudiod del siste~
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6RAF1co 5,20

Comprobacidn del efacto da la
glucosa-6-7 y dal YNa comosslementos protectoras
de 1a ifnactivacifn tfrmica del sistema glucBgenc-
sintetssa de la jJoreba de Polichinela de wmejillfn.

Se prapard un homoegenade 1:10 y se
determind su actividad asxpresindols en apm incor-
poeradas tras uma incubacibn de 16 minutos a 25°C
an gondiciones tipo ~-~con concentracienes da Elu-
cosa~6~F an todo caso supetiores a 10 mM/l-- tras
wns prainsubscidn a 25°C de duracibn varisbla,
antra 0 y AD iinutn- y qua tiens lugar sn presan-
¢ia de diverasos matarialaen.

In a tenamos la gurva que se obtie-
ne ¢on la preainewbacifn dal howogenado cen agus;
an b «l mismo homegenads con FHa 50 aM; en «
eon glucosa-6-F 1O uM y FNa 50 mM; en & con
glucoea-6-F 10 mM. Tras 15 minutos de& preineubacibn
a4 25°C ae teman alfcuotas del homogenado y sa pro-
sigue la prdiunuhaa;in an presandgia da los miswnos
saterisles sliadidos a partir de este momento; sal
en e oserf con Fia 30 mM; en f con glucoss-6-P
10 M y ia 50 sM y an g con gludosa~6~P 10 =M.

~ Be comprusbs que la prasencia de di-
¢hos materiales hace que la actividad se vea al-
ge dismfnuida, y en »ingfn caso hacen aparscer
una racuperacifn de la actividad original de) ho-
mogenade, antes al sontraris, fnru-,ttblplontn
la adiaifn de ﬂiﬂhnl llllfitliilll hnnpiqnndo an
preincubacifn hacse jun las curvas obtenidas sean
una seasidble continuaciln da las Pracedantas.
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ma enzinitic¢o que noa ooupa.

5 3.8 EFECTO DE LOS IONES

Al ser las caractaristicas del sistema
glucSgeno-aintetasa de mej111i8n tan distintas en conjun~
to de Mas de otros diversos animales descritos en la
bibliografia disponible ( ALBERY, ROSELL-PEREZ, 1970;
TRAUY, 1963; ROTEMAN, CABIB, 1%47s )}, se quiso compro-
bar de un modo superficial cull exra el sfecto inhihito-
rio o activadox que sobre dicha actividad ejercilan 4i-
varsos ionas y metabolitos, tanto an lo :-!-z-nta a la
incubacifn en presencia de dichos materiales como a la
incubacién con dichos materisles y posteriormsnte la
determinacifn de la actividad incubando el problema con
dichos materiales y con al reactive corrsspondiente se-

gén las determinacionss de rutina.

Los resultados obtenidos en una de las
saries dagerminadas puede verse en el grifico 5.2i. Co-
an pusde observarse, agqui se d4da tambiln la constants da
la desaparicifn de la actividad T por sfecto de la pre-
incubacifin a temperatura moderada de los homogenados,
coinoidenta en este caso con un aumento b la actividad
I. Los pateriales probados fueron: sulfato s8dice, sul-
fito abddico, fosfato monoficido de sodio, ocloruro cllci-

eco, fluooruro sldico, acetato magnésico,y ascorbake
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GRAF1CO 5,21

Comprodeailin dal afecto de diversos
iones sobre }a nniividnd ;lunsgcno-nint-tnnd de
un homogenado 1110 de joroba de Polichinala de
mej1118n, )

| . Las fveubaciones, de 15 minutos de
duraciSn, se afectuaronean todos los casos a 23°C,
Las ptniﬁnnblcto--- fuaron de 20 minutos 2 la muis-
na:t-npctltutl. Las golumnas de traze fipe sefislan
la actividad total sxpresada en cpm y las anls grue-
sas, interiores, indican 1la asctividad I, también
en cpn. Las columnas de la isquierds ( marxcadas
con un nfmaro normal )} indican ls actifidad medi-
da en preasancia del material indiamds, sin prein-
cubacifn previa; las columnas de la derechs (max-
cadas con un nfimere seguide de ' ) indfican la ac-
tividad madida tras la ipecubacilin en presencias dal
ifn cerrespondisnte,

En 1 y 1' puede verss la sctividad
del eontrol, en 1 estf la actividad sin preincu-
bacifn y en 1' con ;ilna en 2 y 2' gon sulfato
sédico 9,52 mM; an 3 y 3' con sulfite sédfco 9,52
mM; an 4 y 4' con foafato bisbdico; an 3 y 53' con
clorure cllcico; em 6 y 6' con fluoruro sBdico;
an 7 y 7' con acetato magnlisico y an 8 y 8' com
ascorbate s8diae, todos ellos a la concentracibn
de 9,52 aM/1, |

e compruaba qua an nin;ﬁh CAaED Sa
obtiens waua proteccifa de la inactivagita tirmica
dal ensima y of a8lc la acelaracifan, nfs o menocs
acussda, da dicha inactivazifin, que se hace mnis
manifiesta con la presencisa de cationes bivalen-
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tas como al Ca¥+ ( 3 ) y el Mpp+ ( 7 ).

Sebre la sctividad ean la fncubacisn
tambifn se aprecia la influencia d¢ dichas wsales,
es do notar que la scciSn menos ishibidora se da-
bs a un soifa reductor, el sulfito, y la mfuima
al sulfate, sl Cat+t y al Mget.
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sbdico, El sulfato y el fosfato se utilizaron por su
conocida aogifn sobre la glucSgeno-sintetasa, aungue no
se han podido confirmar los resultados de otros autores
( ROSELL-PEREE, VI&L‘I-?AL&!I. 1964 ) que indican la
activacifn de la forma I por el fosfato y 1a lhhihtlidn
de la forma D por el mismo, notindose en aste caso s8lo

ssta fltima aoccifn y de un modo relativamente ligero.

Por 1o que se refiere a los iones diva-
lentes se pueds cbsservar que el Caé+ actla sobre la glu-
cBgano~sintetasa inhibiéndola fusrtemente, como ya ha-
biamns inddcado anteriormente y del nidno modo que se-
fiala la bibliografia para el mGeculo de rans { ROSELL-
PEREE, YILLAR-PAAABYI, 1966 ). ¥Wo se observa sl sfecto
de intercambio de D a I con la accién del Mg++ ( BE-
DESEOY, RIMANN, ROSELL-PEREZ, 1946 )}, tal ves debido
al axceso de dicho matarial como ya apuntibamos ante-
riormente { apartado 5.3.3 ).

Tanbién se afadieron substancias reduc-
toras: sulfito sbdico y ascorbato sbdico, por si la ac-
tivaciSn del anzima tuviera algo que var con los pro-
casos de Omido-raduccilin o por si 1a inactivacifn fuera
debida a un procesc de oxidacifn de alguna porcidn ac-
tiva del enzima. Se pudo comppobar que el afecto &ds 41~

chos materiales reductores ss el de una inhibictfn le-
ve sn comparacifn con la accifin de otros materdales,
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aungqua no resulta espscialments significativa, por lo
qua podamis wuponer ¢on ¢lerto fundamento que la inao-
tivaoién del enzima no se dedhe a una oxidncifn del mis-
wo, El fluoruro »8dico produce también un escaso efecto
inhibidor, comphemos podido ver tambifn an el apartado
antﬁriqr. En aingdn oaso se observa un efecto protector

de lz actividad ni potenciador de la misma.

5.4 VARIABILIDAD Y NIVELES DE GLUCOGENO-SINTETASA EN
DIVERSOS ORGANOR DEL MEJILLON

| Los niveles de actividad de la gluc8genc-
aintetasa no son constantes para un =miswmo Sygano en
todas las oocasiones, pudiendo pressantar ampldas varia-
ciones coms las qQque pusden verse an al gréfice 5.22.
Ello se debe al carfoter periSdico de la acumulaciln y
consuno da resarvas propio del ¢1clo sexual del anfmal
( TRAGA, 1938, Lﬂﬂllf, 1959 ). Dadas las condiciones
del material, ya indicadas en el capitulo 2, no pudimos
deternddar las variacionas de lor niveles ensimbticos
de los animalea a lo largo del ciclo sexual de los mis-
mOS, limitindonos a hacer un astudic camparativo super-
ficial 4 los animales que alcanza la sotividad gluch-
geno~sintetass an loa diferentes Srganos de algunos
da los animales utilimados.

2n el grifico 5.13 pusden verse dos de
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GRAF1CO 5.22

Diferencias an la agtividad espa-
effica glucSgene-sintetass de 1a jorobas de Poli-
thinela de cinco mejillenes diferentes pertana-
¢ientes & un mismo lots.

La aatividad especifica se mide en
epa por mg da proteina prassnte sn el homogenado.
Las colu-pj- indican la actividad total y la zona
rayada iadien la ackividad I. .

A pasar de las nntuhi-n*dillrlndiau
de peso y de contenldo en sgua dl‘illlﬁllﬁﬁﬂl da
astos cinco animales pusde apreciarse una cierta
regularidad en acusnte a su actividad espacifica,

‘qu; results relativaments uniforme salvo en casos
da gclnhln-nqtirilg‘, aono an C, peartenscients a
un individuo con .1'3:;.:» nuy peaquelo en qon-
traste con- lhn etros animales inclufdes an el
grifico.

La activided aet§ medida en condi-
¢liones tipo: 13 mivutos de imcubacifn a 23°C con
uyna condantrsciln infcial de UDPG en el medio da
4,44 mM/1l ¥y con una radiagtividad espacifica da
unss 18.000 apm/uM.
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GrRAF1CO 5,23

Comprobecifn de la asctividad especi-
fica glualgano-sintetasa de slgunos Srganes de
mejillfn, medids sn el incremente de radisctividad
incorperade por mg da peso frewco y an 20 minutos
de incubacifa ar condieiones tipe.

o En JP satin los resultados cerras-
pondiantas a la jnrbba'di‘lﬂliehtnnla. en ¥ los
da) manto, en HP los del hepatopincrean, ah 3 los
ds las dranquiss y en MA los del mfisgulo akductoer
primcipal de 1s sencha., Las barras fadican la ac-
tividad total; la actividad fndepsndients viene
dada por la alturs de las columnas intariores,
nis grussas, '

2]l animal 1 (ixquiarda) era ua ma-
cho f8rtil, eom iipnrtllnuoiﬂil asunulados en al
santo; al lnilil 2 (dexacha) era una hembra sxhaus-
ta, gue hablis liberado ya aus Svulos al medio.

Ez muy intasrssants observar la di-
favranela constante que se aprecia entre el animal
lysl2, con unn‘aetlvtdud'onpun!flnl nAysr an
el caso de la hembra sxhausta, gue se pons de ma-
nifieste de un modo muy espactacular an el ease
del mfisaulo abductor. Puade eclpfnblrll qus afin
sstande la joroba de Polichinels y el manto ambos
invadidos por tejido gonadal, se hace nis inten-
#a la actividad gluaclgene-sintetass en squil Sr-
gane, actuando el munto principalments como re-
saxvorio de material sexual. Ean las dranguias la
satividad D e pricticamente nuls, asto se dede
al hecho da qus probablemsnts no hay gluctgano-
sintatass -iig.un sistems qua sintetisza moco y

ﬁun utiliza UDPG come sustrato para fabricar el
moeo qua recubre las branquias.
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los ejemplares mfs repressntativos de entre los estu-
diados. Como puede verss, sus diferencias no son exce-
sivaa, paro sl constantes. En ¢l segundo animal ( 2 ),
una hembra axhausta, ses aprecia up mayor nivel de glu-
cOgeno~sintetasa, probablemente debido a gque el animal
debe volwar a recuperar sus reservas despuls del descve,
niantras que el animal 1, un macho que retiene todavia
los espermatomoides en su manto, debe predominar todavia
la dagradtacifn dal juclgenc sobre la aintesis del mismo.
Es de notar el heoho de qus la actividad especifica del
misculo sea muy alta, con elevada proporcifn de aotivi-
4ad I, mientras que la del hapatopincreas resulta mis
baja; debs temarss ap cuenta el muy elevado nivel de a-
milasas presantes en el hepatophncreas ( véase el apar-
tado 4.4 ) que pueden actuar durante la incubacibn des-
truyendo parts del glucSgeno segfin §ste se va formando,
de un modo similar al de la confeccilin del tapix de fu*
nlklope, pdr 10 que resulta my diffcil caloular la ac-
tividad reql del anzisa en dicho 8rganc sspecialmente.
Zsta acoiln as de suponer que se de tambidn en los res~
tantas 8rganos, sungque légicamente sn una propercifn

micho manor.,

Resulta interesante comprobar gye la jo-
roba de Polichinela y sl manto, ambos estructuras inva-

didas por tejido gonadal, presentan diferemcias cuvanti-
tativas tan notables an cuanto a actividad glucbgeno-
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sintetasa, al igual que oourre con la acotividad amilg-
sica, resultando el manto con una actividad entre 1/4

Yy 2/5% de la de la joroba de Polichinala., Esto puede de-
bexse & Que an &sta reside la poroifn ms activa de la
gbnada, y el nlntﬂ‘lier pix-nxdinln-nt- la funcifn de

reservorio de material sexual,

En las branquias se obtienen también re-
sultados al determinar la presencis de glucSgenc-sinte-
tasa, aunque en las branquias carecs de sentido el supo-
nexs in posibilidad de almncenamisnto de glucSgeno; al
mismo tiempo, en 1ll‘hrlnqutl- hay grandes cantidades
de moco qua produce el animaloontinuaments para nqlun-?
rar las p.ﬁumﬁu- partioculas de que se alimenta, asi co-
mo tambiln, al aprecer, pses fijar algunos fones ltbres
en &l agua del mar. Estos hechos nos inclinan & pensar
que ¢l enzima gue medimos en las branguias no es gluch-
geno~sintetasa sino un artefacto pesducido por un enxi-
DA que sintatiza moco capas de incorpommr al mismo la
¢lucosa marcada contanida en sl UDPG* ( al igual qua
otros materiales como glucosa, glllutunl, ete.; LOPER-
PANDO, GARCIA-FERNANDEZ, 1971 ). Bn favor de dicha su-~
posdcifn estf el hecho de que la relativamente baja ac-
tividad que presenta es bastante constante ( no hay ra-
FOneS para suponer que tiene que existir una ocorrelscifn
antre la capacidad wugigena --el animal debe astar siem-
pre preparadc para captar el alimento-- y el estado
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fislolégico de las repervas del animal ) y ademfs la
casi totalidad de la actividad ss reputa como indepen-
diente, cosa qua no ocurre en ningfin otro 8rganc del
aninal. {

Pl 6rgano de eleaaifn para trabajos con
la glucfgeno~sintetasa de me4ill8n 10 constituye 1la
joroba de Polichinela, dada su f€o1l acoesibilided, ta-
wailo adecuado, facilidad de homogenisaci8n ( blandura ),
altos niveles de glucSgeno y de glucSgeno~sintetasa y
variabilidad de los niveles de snsimas segfin las condi-
dicnes fisiolSgiocas del animal. |
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'ii DETERMINACIONES
COMPILEEMENTARIAS

6.1 DETERMINACION DEL PESO SECO

Para la determinacifn del peso seco de
los di{versos Srganos del meiilldn utilisamos la tipioa
tiocnica del seoado en estufs seca a 105-110°C durante
12 a 24 horas, utilizando cantidades de material -ntt-‘.
0,% vy 4 g 4a paso frasco aproximadamente, material que
era troceado convanientemente para permitiyr un secado
nis uniforme y completo, Scbre este esquema bfsico in-
trodujimos unammejora ligera, consistents en la susti- -
tucifbn de los pesafiltyos por ligeras cajitas ortogo-
nalas deschbhiertas construidas con hoja de aluminio de
17 nsldeinas d¢ grosor, moledadas a manc schre un sen-
0fllo molde de plistico sobhre al que se plegaba y recor:-
taba convenientemente la hoja de aluminio. Estas nnji.-‘
tas se taraban cutdnannh Yy s& pasaba luego en -_H.nl
ol material fresco; despuls del secado del mismc se re-
potia la p--tdn; obtenifndose por diferencias el paso
seco de la muestra y el peso de agua svaporade. las
ventajjas ds la utilisacibn de las cajitas de aluminio
consisten en que el aluminio rasulta impermesbls y re-
sistents al calor { su peso no varia tras calefaccibn
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prolongada ) y es resistante a la corrosifn por los 11~
quidos corporales del animal, no es higroscSpico ni es
frigli), es de ficil construccitn y ademis eos desechable
cada vez, prasanta una tara miy baja y resulta econbmi-
co, por lo que puede sustituir con ventalla a los reoi-

pleantas dn‘vldrio, ya que no tiene ¢ue lavarss nunoa.

6.2 DETERMINACION DE PROTEINAS

Al comienzo dal trabajo se utflisd co-
sunuante la reacailn del biuret segfin WEICESELBAUK (
1946 ) modificado por REINEOLD ( 1961 ) para la deter-
ainacifn de las proteinax, dando buanos resultados y una
amplia repetitividad; es de destacsx la notable senci-
llex ds)] nitodo. En el txanscurso de su Gtilisacibn nos
aparscieron algunos problemas debidos & la relativamen-
te baja senaibilidad del método y al notable enturbia-
misnto de las lecturas debido a la snerme cantidad de
polisachxido preswnts sn los mhlmi determinados, lo
que redundaba eb unas lecturas de niveles de proteinas

mayores de las reales.

Para obviar dioho problesm se intentd la
utilisacibn del procedinmiento de separacifn de gluctga-
no consistante en la precipitacifn de la proteina y la

daterninacitn de agquella sin la interferencia de Gste.
Para la precipitacifin de las proteinas se utiliszaron
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los ultoﬁui siguientes: n)_ﬁruniplllui&n por el calor

( 2 minutos & 100°C ), b) adicifn de dcido triclorce-
chtico hasta un 78 ( p/v ), ¢) adicibn de #cido per-
¢lérico hasta una concentracifn de 0,3 N; posterior-
mente se saparab¥a la fracoifn paoteica precipitada por
centrifugacitn a baja velocidad y se descartaba al so-
brenadants que contania el gluclgeno. E1 precipitado
se solubilizaba con unas gotas de NaOH conc. AQuose

( al 235% © incluso al 40% ) calentando y agitando los
tubos suavements. Posteriorments se procedis a la adf-
cifn del reactivo dsl biuret cuantitativo y a la deter-
minscién de la proteina. Utilisando esta elipsis de la
téenica los resultados no fueron afin totalmente satis-
factorios dado que buena parte del glucgeno era arras-
trado junto con la proteina al precipitarla y centrifu-
gar los materiazles, redisolviindose al wfiadixr el NaOH,
dande tambin interferencias debidas a la dispersibn
de la lus por el polisacérido; adenfis se daba en parte
una giarta no-reaccionabilidad de determinadss pootel-
nas, espacialmente las de cardicter membranocso, dificiles
de solubilisar bien y que adenfs de provocar una cierta
dispersifn de la luz no reaccionaban con el reactivo,

dando lugar en definitiva a artefactos de determinacifn.

Enfrentados con este problems utilizamos
otro miitodo, nfs sensible, gue minimisaba el efecto de
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de la presancia masiva da glacSgeno gracias a la gran
dilucifin de la muestra, ol mitodo elegido fulk el de
LOVRY, ROSEBROUGH, FPARR ¥ RANDALL ( 19351 ) que requiare
cantidades minimas di‘prﬂbllhl { por lo que la inter-
 farencia del gluclgano queda reducida al winiso ) y que
prasenta una sensibilidad mucho mayor gque la del mito-
do del biuret,

En todss las ocasiones se realiszaron
las determinaciones frente & patrones de pooteina, cons-
tituidos por sélucifn de alhtinina humans al 5% "Knicker-
booker®:; de este modo pudieron aliminarse las posibles
varisciones surgidas entre las determinaciones de unos
dias y otroa; la realizacifn de dichas dstermimsciones
incluyendo el patrSn ( por duplicado ) se convirti$ en
la prictica ruttinaria de determinacifn.

6.3 DETERMINACION DE MAGNESIO

Infoialmente utilisamos al mitodo de
RICHTERICE ( 1963 ) basado en la utilizacidn del colo-
rante de MANN y YOR { 1936 )}, el l-ago~2~dihfdroxi-3-
(2, 4~dimstil-carboxi-anilido) -naftalina~1~ (2-hidroxs-
benzol-4-sulfonato sbdico), "Sobhweizerhall”™ en solu-
oifn hidroalaoohSlica. El método no resulta suy sensi-

ble ni presenta una repetibilidad aceptable., resultan-
do poco adecuado para determinar las cantidades de



272

magnasio presentes ean nuestros homogenados, por lo gue
debido a los problemas de procedimiento que presenta lo
utilizamos sn escasas ocasionss dejindolc de lado en
ocuanto nos ful posible hacerlo.

]

Con posterioridad utilisawmos tamhifn en
contadas ocasiones sl mbtodo de¢ ORANGE y REXIN ( 1951 )
que se basa en la utilizaciSn del amarillo Titln “"Dade",
sste mitodo da resultados ralativamente mejoraes que el
mnétodo anterise, aunque en ningln caso se obtuvo una
repetibilidad suficientements aceptable.

En todas las ocasiones se incluyi con
cada seria de problemas ( por cuadruplioado, para mini-
misare los arrores da datmrminacidn y los de método )
un grupo de tubos con soluciBn patrfn de magnesio re-
clientemants pEeparada con acetato ilqniilﬂu ( ya que el
cloruro magnésico as demasiado higroofpice y es de 41~
£201] estinmacién exacta ponderal ) "Merck”™ tambiln por
cuadruplicado, con lo que se evitaba la utilizacifn de
curvas calibradas ¢ tablas, sdempre poco exactas.
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7 DISCUSION
7.1 aLucoseND

En esta trabajo sa bhan puesto de¢ mani-
fissto una serie de ulteriores vias de trabajo para el
estudio acmpleto del metabolismo dal glucbgeno en tan
especial animsl como en &l mejillln. En lo refarantes
al glucSgenc eatf por ver la correlacifn real entre la
estacionalidad-ciclo sexual y los nivelss de glucBgeno,
asi como su pesoporcifn de enlaces, su grado de ramifi-
cacifn., De todos modos se ha podido comprobar la exis-
tenoia de cantidades spormas de glucgeno, cantidades
que no admiten comparacifn con las pressntes en los te-
14dos de los Vertebrados y que pueden indicar la exds-
tentdia de sistemas de control de sensibilidad y, tal
ves, da modos de acqifn diferentes. Los niveles encon-
trados para antmal cempleto son muy alevados, especial-
mante o1 tenemos en Cuenta que sl gluolgenc tiande a al-
macenarse on las allulas intersticiales del manto y del
resto de teiido gonadal, quedando ‘dildidas' dichas cé-
lulas por la gran cantidad de cifulas sexuales, lo que
hace gue sl contenido de glucOgenc en dichas células in-
texstioiales reasults extraordinario ( LOURRY, 193% ).
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El mitodo de de determinacién del glu~
cSgeno pressentado tiene un alto margen de repetibilidad,
aon apreciable exactitud en las determinaciones, aungue
resultz algo engorrxosc. Con el pscedimiento sefialado
se cuantifica y tipifica el tiempo de calentamiento de
los tubos, factor ssencial con dicho mbtodo de determi-
nacitn de gldoidos, aumantando de aste modo la fiabili-
dad en al wmitodo,

Bk cuvanto al mitodo de obtencifn y puri-
fioacibn de gluctgeno pressntado como modificacifn del
método “aloaline® de SBMOGYI { 1959 ), la inclusiSa de
una segunda y endrgica desproteinisacitn con Scido tri-
cloroactico en fric hace que la pureza del glucSgenc
resultante sea nuy aceptable ( la cuantitividad de la
xacuparaciln es buena pero disminuye ligeramente al ha-
cer esta segunda desproteinisscifn ), con un prnduéto
final de. elevada calidsd, exento de proteinss, casi to-
' talments exento de sales minerales { cenisas ) v de fos-
fato, de caricter neutro y fuertemente blanco, se ob-
tisne finamente pulverulento, lo qua nos indica que,
segtn nuestra experiencia personal, se trxata de un ma-
terial muy puro --carsce de quqnnrlntnl comno pusden
sexlo las proteinas y mucopolisacridos-- y estd fuer-
te y uniformements deshidratado. |

Los métodos de extraccifn con agua frid
dan una recuperaciln de gluoSgeno muy baja, dado que se

'l turd wmm
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dan una recuperacifpn de gluolgeno muy baja, dado que
se elinina Gste en gran parte por estar slhs o menos
ligedo a protefnas o unido a estructuras celulares que
pracipitan al desproteinisar., Zl ¢luabgeno obtenido
por el paacedimiento descrito presenta una elevada re-
fringencia en disolucifn acucsa neutxa, refringencia
que se traduce en uns densidad Sptica mayor { mis ded
dolsle ) que la del gluclgeno puro obtenido por e) pro-
cediniento aloalino, Este glucSgeno extraido con agua
fris contiene una cantidad apreciable de impuresas, es-
pecialnente protefnas ( desnmaturalizadas en gran parte )
paro que estin adheridas fuertemsnte al gluctgeno. Tam-
bikn en este caso al contenido de agus del glucbgenc es

algo mayor gque en al otro caso.

En cuanto al porcentaie de ramificaciln
de los gluctgenos de hepatopiincresas y demmisculo y gb-
nada es Importante hacer notar que los datos coinciden
agon los cobtenidos para animales superiores en los gque
el higado ( en esta casc al hepatoplncress )} pressenta
un glucSgenc nis ramificado, con mayor nlmero de gru-
pos terminales por molécula, capar de ceder o de captar
mucha gilucosa al mismo tiempo paro sflo puede hacerleo
durante intarvalos cortos; mientras que en e) misculo
y en la ¢g8nada al gluclgsno es una reserva a nis largo
plaxe, sisndo degradado con mayor lentitud sn condicio-
nes fisiolbgicas, pero con una mayor posibilidad de
mantenimiento del ritwo de liberacidn, dado qye las oa-
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mantenimiento del ritmo de liberacifin, dado que lasd
cadenas son mis largas y existe un menor nfimero de e-
1iss. D estas modo el gluolgeno del hepatophnoreas
constituye la reserva glucfdica de actuacifn iomediaka,
el sistema de chogque de abmorcisn y de liberacifn de
glucosa a la sangre; y el glucSgano del resto del or-
ganismo es el que hace frante a las variscicnes mis
prolongadas y suaves; son reservas en el sentido pris-

tino del términe,

En ol majillén se observa una distridbu-
ain de las reservas giuoidicas bastante curiosa, cuan-
titativamente vy tanbifin conxrelaciftn al peso de tejido
el mayor porcentajs de glucSgaeno corrasponde al teiido
gonadal ( en rexliddd a las células intersticiales de
&ste ) dada su qtnn sxtonsiln y la notable concentra-
cifn de glucSgenc prasante en dicho tejido; en el he~
patopfnereas se sncuentra una elevads peeporcifn de
glucOyeno, paro tambin una notable cantidad de maltoo-
' ligosaciridos y glucoss, 10 que nos hace suponer que
tal ves parts de 1a tcanrv:‘qluu!dtch esté enfforma de
azfcaras solubles. En el misculo el porcantaje de glu-
0o8genc es mis conatante y relativamente alto. En cam-
bic, en el pié, estructura tambifn de tipo muscular,
aungue menos funcional, sl contenido de gluctgeno es

pricticemente insignificante, al igual que ocurre con
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los palpos bucales § obtras estruwturas del animal. En
las branquias encontramos bastante'’gluvigenc’ aundue
sn realidad se trata de moco con slevado contenido an
gldoidos, al igual que ocurre con el biso y la gléndu-
la gque lo seyrega. La axistencia de asfcares solubles
es ubicua en &l animal, siendo sus niveles nlis o me-

nos elevados segln el Organc de gue sa trate.

Respecto a la gluclgeno-fosforilass,
hemes da seflalay que con las ¢ondiciones de trabajo en
las gue nos vimos obligados a trabajar, su determina-
cifn no resultd posible dado el bajo nivel que llega
a aleansar dicho miwedmensimimitico, lo que hacfa que
en las determinaciones se liegara a resultades incon-
cluyantes ¢ abgurdos. Yambilin se perdia gran parte de
la actividad del ensima dabido a su escasa sstabflidad
y al largo tiempo transcurrido desde la extraceisn de
los aninales del war, Ademfs, como saflalan CARCIA-YRR-
NANDELZ y ROSELL-PEREZ ( 1974 )..Il anzima presanta una
forma que, por fosforilacifnocoon ATP-Mg++ aumanta ia
actividad y que sin la presencia de dicho matexrial no

manificasta su presencia,

En un principio intentamos poner de ma-
nifiesto la actividad fosforolitica de extractos de jo-

roba de Polichinela, aungque en ninguna ocasifin obtuvi-
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mos resultados apreciables dados los condicionantss a-
rriba axpuestos. Por ello dejamos teamporklmente dicha
1fnes de investigacién centréindonos més en los otroa

ansinas a que sa refiere ests trabajo.

7.2 AMILASAS. PAPEL QUE DESEMPERAN

Al no enaoontrar nivales apreciables de
qlucBgeno~fosforilasas pensamcs an la posibilidad de
sxistencis de sistemas alternativos de degradacifn del
glucBgeno. Sistemas paralelos y cooperativos con el
de 1la fosforolisis qua contribuyaran a liberar energia
glucidica para sl funcionamianto 4ol organismo a partir
del gloafgenc. A) miswe tiempo encontramos niveles de
glucosa y maltooligosaciridos muy altos en homogenados,
nlp’clnxnlnt. de hepatopincreas, pero tambidn en los de
jbfuhn da Polichinela vy 4¢ wmdsculo abhduotor; astos ni-
velas variaban --en sl sentidc de aumento-- segfin la an-
tigtiedad de su preparacifn. Posteriormente se demostr®
que todos los asoares reductores que aparscian mayord-
tarismsnte sn los hospgenados sram glicidos pertenscien~
tes a la soria de los maltooligosaclridos, glucosa y
tanbitn gluchgeno, aumnque Este desaparscia paulatima-
mante al aparecer los asficares reductores mis pequefios,
la fracoibn de maltonligosaciridos sstaba constitulda
fundamentalmente por maltosa y maltotriosa.
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Estos hallazgos nos hicieron suponer la
presnecia de amilasas, en principio supnestaments digea-

tivas, pero posteriormente ya claraments tisulares,

Al determinar los niveles de amilasas
vimos ¢on sorpresa que resultaban notablementa altos;
comprobamos tambifin su notable ubicuidad en e) animal,
Al estudiar las grimurns curvas de tiewmpo/astividad
surgis inmediatamante la cuestidn de si hadbla una €nica
accibn amiliafca capax dq actuar a dos pH diferentes
de forma distinta o hisn de sl se trataba de dos amila-
sag Siderentss, ya que lasc determinscdones a pH 4,9 da-
ban curvas may distintas de las efoctuadas 2 pH 7.5,

De aquil surgil la suposicifin de que coextistian dos ac-
tividales ensinfticas amiléisicas on el animal, una
s—amilasa 'norwal’ con un pH Bptimo casi nevtro ( amila-
sA neutrz ) y otra supuestamsnte B-amilasa con un pH
6ptimo algo Scido ( amilasa Zcida ). Los resultados de
1a reductinmetria de su accifn sobre el gluoBgeno nos
hic¢ieron penssar que la amilass Scida era una amilasas

del tipo f~amilasar pero el hecho de que todas las s-a-
milasas funrnn‘v-qqtalnﬁ y dieran sélo maltosa a par-
tir del gluglgeno nos hizo profundjzar en la cu--ﬁiﬁn

para aclararla satisfsotoriaments.

Bl esclarsoimfento definitivo de esta
cuastifn lo obtuvimos al incubar las preparacicnes an-
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sinfticas a pH fcido adecuado Yy en presencia de bastan-
te glucSgeno afiadido y efectuando desarrollos cromato-
grificoa de la mescla yeactante a tiempos variables.

fe comprob8 un aumento no s8lo en el nivel de maltosa,
sino tambi$n de glucosa y de maltotriosa. Estos &atos
oo son, en absoluto, atribuibles a la amilasa neutra,
dado que la superposioifn de curvas de pH/actividad

de la axilasafcida del estilo cristalino ( lugar en
donde es la 9nica awilasa presente an cantidad apre-
ciable ) aon las cbtenidas de hepatopinoreas completo

({ donde cosxisten ambos ansimas ) dejan bien claro que
anbos pioos de actividad son casi totalmente indepen~
dientes, no funcionando cada amilasa al pH de determi-
nacifn de la cotra. Por ello, la presencia de maltotrio-
sa y deaks maltooligosacfridos superiores no puede ser
dabida & la accidn de 1a amilasa neutra y si a la de

la amilasafoida; por otro lado, si produce maltooligo-
saclridos de peso molecular superior & la maltosa es
gue no es una f-amilass, resultando, pox tanto, que

se trata de una s-amilasa aundque un tanto espacial.

LA PABSSMELa da considersbles cantida-
des de glucoss libre en los homogenados puede deberses
a la accifn amilfsica, aungque no en su totalidad, por
allc se investigl la presencia de actividad maltdsica,
con al senoillo procedimiento de afiadir una cantidad
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apreciable de maltosa a un homogenado e incubarlo, com-
probando al cabo de un tiempo y por nmedio de desarro-
llos cromatogrificos, la aparicifin de una considerable
cantidad de glucosa procedenta de aquella maltosa, de
1o que se infiere que existe actividad maltfsica, efec-

tuada por una maltasa © bisn por las mismas amilasas.

Con todo esto se llagl & la certexa da
la identificacifn de dos amilasas diferentas, ambas del
tipo s-amilasa, aunque la amilasa Scida pressnte muchos
Garascteres y rasqgos que la asamejen con las f-amilasas.
Tambidn pudo constatarse sin lugar & dudas que ambas a-
silasas eran dos enzimas diferentes y ne la doble acti-
vidaé de un mismo nnlinl. va ¢ue se difarencian clara-
mentes primaro en cuanto a su localisacifn en sl estilo
cristalino ~-en donde s8lo ss encuentra la amilasa
fcida-~, en su comportamiento frente al gﬂ. on s tem-
peratura Sptima, tambidn distinta y finalmente por que
al fraccionar los homogenados con sulfato amBnico ea-
turado precipitan en fracoionas diferentas. Tambidn el
aspectro de la influancia de diversos activadores -'1nw
hibidores parece tener f{mportancia como elemento dife-
renciador de apbas actividades amilisicas, ya gue una
nisma substancia activa a una forma e inactiva al otro

anxina.

La posible utilidad gue confiers al) ani-
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mal la posesifn de este formidable sistema amiloclis-
tico representa wn dierso enigma, ya gue si hisn puede
parecer alaro sl apapel de lz amilasa fc¢ida en el esti-
1o orintilino ya no lo es tanto cuando detectamos su
prasenoia clara y fehacients en el misculo abduotor,

ya que alll as l8gico suponer que desempefia una misidn
digestiva, perc es difici) imaginar su papel en el wiis-
culo © en la gOnada. Un punto a taner sn cuenta es el

pH Sptimo de la amilasa Scida, situado alrededoe de pH

8, con una cusrva muy agada en forma de piloo, lo que sig-
niffca gque fuera del unrqgn”dol.pu Sptimc su actividad
es pricticamente nula. No es muy comprensible la presen-
cia en los tejidos de una axilasa que no pusde funoio-
nar légicamante sn condioiones normales salvo en el in-
terior de un tubo digestivo Scido o bien cuando el pH
del medic que rodea al ensima ha bajado amy considerable-
mente; por otro lado dabe tenerse en cuanta gque la 44~
gestifn en sl mejillbn as predominantemente intracelular
y fagooitica. |

En cuanto a la pressncia de la amflasa
neutra, su ubicuidad pusde explicarse de un modo algo
nfs simple, ya que su pH Optimo y da actuacifn coinoi~-
de c¢on al pR de los tejidos,adenls sy sensibilidad pa-
ra con el pH no es tan alta como en el casc de lz ami-

lasa neutra. En el hepatoplincreas, sus altos niveles
parecen estar relacionados, al igual gue la amilasa



283

neutra con los fenfmencs de digestildn segtin el proce-
dimiento intracelular propioc de sstos animales, perc
su pressncia en otros Srganos invalida en parte aste
supvesto aunque sin descartarlo totalmente, tode lo
cual abre un amplio marges de sspsculaciones acerca de

Su papel real en el organismn.

Por un lado es 1l8gico suponer que di-
chas anilasas, especialmente cuando se encuentran en ni-
veles tan slevados, tiensn asignado algln papel impor-
tante en el animal, pero por otxo se presanta la difi-
cultad de sxpresar la rasdn por la que axiste un siste-
ma degradative paralslo al de la fosforilasa que care-
ca aprioristicamente de las ventajas de requlacifn fina
y aprovechamianto enargltico que le son propias a la
fosforolisis. No puede decirse que el fosfato sea un
factor limitante, ya que la concentracifin de fosfato
en los tejidos del mejillén ez de varics wiles de ve-
“e8 la concentracifn en el agua de mar y esth en can-
tidades mfs que suficientes para que se efecttie la

fosforolisis.

Lo-ntv-xfl de oltigosaciridos y de glu-
cosa son elevados, del ﬁid-m del 10-15% ( en condicto-
nes tipo ) de los glfaidos totales contenidos en el a-
nimal por thrmino medio; nivales gque existen ya en los
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tejidos y an la llnﬁrn ¥ que no dependen de la accifin
de 1as amilusas post-mortem segln hemos podido compro-
hli desproteinisando ripidamente tejido atin vivo y de-
terxinando niveles constatables y altos de azfcares so-
ldbles an dichos tejidos. Por otro lado es mis diffcel
pensar todavia que estos azfoares cosatituyen eslabones
a utilizar para la sihtesis de glucbgeno, si hubiera
88lc glucosa la cosa seria adn factible, perc al haber
maltosa eto, rasulta muy diffcil de explicar, por otro
lado, la sxistencia de niveles apreciables de gluobgeno-
sintetasa no explicaria la presencia de tanto gldeido
reduotor libre. Su significsdo tampoco es ocmmbtico, ya
que o8 un animal bastants eurihialino gue contiene una
elevada proporcifn de sales en sus liguidos y tejidos,
¢on una composicitn sefejante a la del agua de mar,

Ew phs 10gico suponar qgue estas amila-
sas constituyen un sistema degradativo del glucbgenc
cuy® valor se pone de manifissto al consfderar su accifn
on relacin con la movilisacifn inmediata de reservas
gluocilicas en grandes cantidades para hacer frante a
102 elevados gastos enexgéticos que comporta la gameto-
génesis y el funcionamiento del organismo en anaexcbio-
sis y sometido a altas temperaturas. Paro por otro lado
no han sido halladas variacionas significativas en los

piveles de amilasas en individuos en diferentes estados
fisiol8gicos, por lo que no me pusde atribuir a la ac~
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oi8n anilésioa el papel de controlar la situvacifn de

las reservas.

Es muy probable que la intsraccitn de
ios tres sistemas realcionados en el metabolismo del
gluchgeno de este animal: gluctBgeno-sintetasa, amila-
nnn'y wluudqinp-tnn!orila;l. de lugar a un control con-
junko gque capacits al animal a hacer uso &e sus reser-
vas glucidficas supeditando su acopic y utilizacitn a
la estacionalidad de su ciclo reproductéeo.

7.3 GLUCOBENO-SINTETASA., CARACTERBSTICAS PROPIAS

La presencia de glucSgsno-sintetasa en
los tejidos del ®nejillén se ha ccmpswbado utilisando
un nftodo senville, reprodecible y sfective, gque permi-
ta hacer numerosas variantes y jugar bastante con las
concentraciones de 1os reactivos; el método utilisado
e da todo punto mis exacto y cfmcdo gque los que se
basan en la determinaciln de UDP liberado a p;ggir del
UDrG. | |

Los niveles de gluchgeno-sintetasa son
disoretos, en ningtin caso se ha comprobado una actividad
axageradaments alta ( aungue sf lo contrarioc ), tal ve:s

debido { RYMAN, VHELAN, 1971 ) en parte a que la amila-
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sa neutra puede 18¢icamants destruir una porcoitn del

glucbgeno que se sintetirza al incubar los tejidos con
UDPC ( aunque en todo CasO suponemos que dicha acoiln
seria s8lo remgpnsahle de una psquefia parte de la ca-
rencia de actividad y no pusden mchaclrsele fistemfiti-

camente los valoras bajos ).

Una de las caracterfisticas principales
con las que nos hamos enfrentadoe al trabajam con este
enzima es el hacho de que la actividad del ensima en
loa homogenados crudos IO‘VI afectada répidamente por
un ctimulo de gircunstancias entre las qgue cuentan: a)
bajs proporaifin de Ng++ an sl homogenado o excesiva
cantidad de Cat+ en e} miseo, b) centrifugacifin de los
homogenados que Arrastra buena parte de la actividad,
¢) acoifn del calor, 4) pressencia de iones inhibidores
como el sulfato y el fosfato, ¢ una axcesfsa fuersza $8-

nica en el homogenado.

La acoifn éel Mg++ es bastante inconstan~
te, en algunas ocasiones su afecto es sspectacular, y
en otras pasa inadvertido; esto suponemos que se debe a
A2 variabilidad de contenido en Mgé+ de los howogenados,
produoida por la prn--nuiu de EDTA, a una goncentracifin
mayor o manor del homogenado, a una nis o menos pearfec-

aa homogenizacitn del tejido que libere el Mg+t+ intrace-
lular o tambi$n a una variacifn del cociente de concen-
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tradiones de Cads y de Nged dabida a la movilivaciln
del Ca++ an foyma de lactato y bicarbonato cdlodeos
coxo consecuancia ds la anoxia prolongadsa en la bajamar
{ an nuostro caso debhida al proceso de transporte y al-

macenaje ).

Suponemds que el Mg++ tisne un efecto ao~
timador sobre al sistecma a concentracionas relativamen-
te bajas, muy inferiores a los niveles normalnente pre-
santes en los tejidom; de aqui que el Mg++ en este caso
ne tenga el afecto regulador caracteristico gue presen-
ta an otros animalas que disponen Jde mencres cantidades
de diche catifn, como a8 ¢l caso de los leucocitos de
la rata ( ROSELL-PERRE, HEDESKOV, RSMANK, 1948 ), de
los linfocitoa humanos ( REDESKOV, ESMANK, ROSELL-PERRZ,
1966 ) © de )2 rama ( CUINOVARY, 1972 ).

Xl hecho de que por centrifugacibn a
baja velooidad sge pilerda pricticamsnts la mayox parte
de la actividad ensimftica, y que baena parte de &sta
se reQupara en al precipitado no puede axplicarse en sl
santido de gue el ensima libre sedimente a tan baja ve-
locidad, ys gque para ello saria necesario @ue su tamafio
molecular fuers mayor que una smictocondria, del tamafio
aproxisadce de un n@cleo celular, y, por otra parts no

sxplicarfa la existencia de un resto de actividad en el
sobrenadante deapuds de la centrifugacifin. %s mis lbgi-
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CO suponer que dicha cfrcunstancia sa produce por una
defectuosa hemogenizacifn debido probablemente a que

ol sistema glucSgeno-sintetasa esté adosado a alguna es-
tructura celular voluminosa, lo que hace que la activi-

dad sedimente junto con fmacoiones celulares grandes p
\

N

La acoifin de la timpcrnturn'il my

pricticamente finaltecadas.

tnntn; actuando siempre an el sentido de inactivar nﬁ“
ensina y en algunas ocasiones activar ligeramdpte la \

forma I, AUNGUE @GN SStOS CASOS POdemOs SUPONr

cha ligera sxalfacibn puedse debsrse a une mayor '
ui&n'd- glucosa-6-P endfgena, ya que no varia 1a adgi-
vidad T, oomo sefiale AGUILAR { 1972 ). Esta desaparicitn
de actividdd se produce incluse a 0°C, lo que inplic;ﬂ
uns sxtraordinaria labilidsd del ensima, Con los ‘
pados congelades la actividad se pierde totalasante ihi5 
el proceso da congelacifn-descongelacifng el -ntiunyn6 
puede conservarse bajo refrigeracifn mas que por may
pocas horas y siempre con phrdidas {mportantes en su ac-
tividad, Za sensibilidad del smfiims al calor no se ve
afegtada de un modo claramente mensurable pox la accidn
de protectores de sulfhidrilos, tampoco se consigue la
reactivacibn con qlunoniw6~r y PNa. 2l infco material
que, hasta el womento, hos ha dado una ciexta esperan-
za de conservacifn del ensima ha sido precisameante la
utilisacifn de un maltooligosackride --la maltosa-- |
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comd agente protector.

El papel atribuido al Cat++ en todo esta
sistena o8 probabhlemaste muy importanta, ya ¢ue activa
notablexente a las amflasas ¢ inhibe tasmbibn notable-
aente 1: accibn de la qluuﬁqnnn~l1ntltlll. Es da lupon 
ner que 1a prasancia de di@ho nltiﬁn puades uonltituir “
un sistesa de contxol --no muy fino-- de la lutivtdndﬁ'
de las amilasas y la gluclgeno-sintetasa, an?unndﬂ -pl
cierto wodo como sefialan APPLEMANNY TORRES { "f;;'u: 3 q\u
tndican el papel del Ca++ en 1nlnt-=nonvnrltah;1nnc- -
tlvndnxu.d- las dos formae dal ensima, Los n:vafﬁu al-
tos de Ca++ en sangre se producen al Aumentar 1-';?1duﬂ
ais por afecto de la anoxia ( el fcido lintico y qi\
i8n bicarhonato movilizan parte del Ca++ de la zopa ﬂ\
estrato laminar de la concha ), lo que signifioa tnnﬁ x
bisn lx necesidad dea un mayor aporte de glucosa para’
hacer frente a las necesidddes anergbticas del organis-
Mo, que se ven disminuidas por el reposo del animal \-
pero que, por otra parte, se ven zumentadas por la es-
casa utilizacitn tnurqittaq de la glucosa en anasxo-
biosis, resultande en dafinitiva el vonsumo de qluani.
BAYOr que antes. La pressncia, pues, de fones Ca+é en
los lfquidos del animal podrfa actuar activando 1a ag-
citn amilésica, liberandopm en definitiva, mis glucosa

para cubriy las necesidades incraventadas del anfmal.
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Por otra parte, la misva pressncia del Cadé podria
hacer disminuir 1a actividad del sistema gluclgeno-
sintetass, con lo,que la acciln del catifn seria doble
y actuaria sobre el conjunto en sentido degradativo,
En asrocbiosis, al desaparecer ¢) Ca++ pricticamente de
la circulaciln y fijarse de nuevo an la unuuhi_dnjn—
ria de activarse la accifn anilisica e 1nh1btrl§-1q

acolén dquln sintetasa.

Los datos obtnnidon-dnl‘-ltudhu cln‘ﬁ;f‘
co de 1la glucGgenc-sintetasa de joroha de Polichinela
de majillén coinciden en un seatido amplio con los ob-
tenidos por otros autores en otros animales ( VILLAR-
PALARY, ROSELL-PERRZ, HIZUKURY, LARWER, 1944; DR ﬁﬂL’.
STALMANS, NERD, 1968; NERSHANN, SNOAL, 1967; BLATT,
XIN, 1971; ROSELL-TEREZ, 1969 ). Asl la D sparente - -
k&

muy corriente para este sustrato y tipo de enzima. Los

pars el UDPG es de) orden de 3 a 4 10~ % u/1, valor :

valores da las Xa para e glucosa-6-F mson del ard-na

de 10~9 M/1 aungue variables segn las aonncnttuuiun%u
del UDPG del medio, 1o que indica un efecto nloltitiip
de cooperatividad entre el sustrato y el activador, .*-

te valor coinoide tambifn en grado de orden con gran |

nimero de valores citados en la hibliografia ( SANADA,
SEGAL, 1971; BOSELL-PEREZ, 1969; VILLAR-PALASY, ROSELL-
PERRZ, HIZUKURI, LARNER, 1986; RULJING, NUTTALLy vILLAﬁI
PALASI, LARNER, 1969 §.
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Estas concentracionss tanto de UDPG
oowo de glugosa-6-P estfn dentro del orden de las que
han sido descritas para el medio intracelular ( gRZ-
WAZU, 18371;)KIM, BLATET, 196% ) lo que permite pensar
que el enzima sn estas condicionas in vivoe puede traba-
dar a unos niveles an los que la concentracitdn de sus-
trato y de activador pueden influir fuertements sobre
la actividad del enszima, siendo posibles efectos mbs
marcados de sintesis o de disminucibn de ésta con li-
geras vatisciones sn la cobcentracidn del UDPG © de la
glucosa-6-F, 10 que nos hace pensar en Ja posibilidad
de que en este casoc se de tambifn un cierto conmtrol
de la actividad del ensima per metabolitos como el das-
orito en higadc de renacuajo { BLATZ, SANDERS-SEVALL,
KIN, 1871 ) © en levadiras ( ROTEKAN-DENESy CABIS,
1970 ).
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8 CONCLUSIONES

Como rxesultade dal trabajo a qua se re-
fiere eata Memoria se ha podido llegar a las siguientes

conclusionast

El nétodo propuesto de extraccién de glucbgeno ‘al-

aalino’ presenta resultados dﬁ t-uup.rnclég. pure-
& y calidad de) glua&q-no'obtonidb may -ltinnﬁlnl, re~
sultando mfs répido que los mbtodos habituales en umo.

2 La wayor parte dal qlﬁnéqcno del] mejillén se -nﬁqn-*
tra almacenada en el unﬁtu, aungue sn la joroba de
rolinhinqli el contenido de glucbgeno por gramo de t-ji-

do es mis alto.

Los glucSgenos obtenidos a partir de hepatopincraas,
3 de gbnada y 4s miisculo abductor difieren en ol gra-
do de ramificacifn, que s de nlr-dnﬂor de 5 enlaces
1*4 por cada enlace 145 -nlnl thltéplnnr-no y de unos
10 enlaces sn el caso del miisculo abductor y del tejido

gonadal .

Existe actividad a-amilfisica manifiesta en 8rgancas

Y tejidos no relacionados directamente con la diges-

tifn.
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C Em el hepatopéncreas de mejillén coexisten dos ami-
lasas difarentes, cuyo ¢omportamiento frente al pH,
temperatura, iones y fuerza ifnica del medio es clara-

mante distinto.

g 8e concluye ﬁua‘nmhnl'lmilnlnl halladas perteneces
" al tipo de s-amilasas.

7 S5e han determinado las caracterfsticas del medioc

para la actividad Sptima de la amilasa de estilo
cristalino de mef{116n ( denominada en sl trabajo ami-
lasa Scida ) y que son: PR Sptimo 4,9, temperatura a
la que la actividad es mixima 25°C,

8 Se han detnrm;nndo 1nn‘elrlnthrlltiual del medio -
para la actividad Sptima de la amilasa neutra de

hepatopfincreas de mejillén y que son: pH 8ptimo 7,2,

temperstura a la que la actividad es miixima 30°C,

Q Se concluye qun:in-'amiln:l:‘tinuliral no digesti-
vas tienen un papel importante en la moviliszacibn

del glucfgenc, al menos in vitro, iaﬁdn se demuestra
mediante cromatografia de los axficares resultantes de

su accifn,

10 En o1 hepatopincreas de mejillén existe actividad
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maltision.

1] el mejillén existe un sistema enzimitice glu-
ctgeno-sintetasa gque funciona con UDPG como sustra-

to para la sintesis dal gluclgene,

12 Bl sistema qiuu&qomo_lint-tnlg de jorcba de Polichi-
nela de nejillién es activado por la glucosa-6-p

13 o a] sistama glucSgeno~sinketasa de joroba de Poli-
chinela de ma3j{l16n existe cooperatividad entre el
UDPG y la gluccsa-6-P, lo que indica que al sistexa se

activa alostéricaments por la glucosa-§-P.

14 L constante de Michaelis aparente para el UDPG ¥y
para la glucfgeno-sintetasa de joroba dolroliahin--
l1a de maiillén as del orden da 3 a 4 107" ¥/1 en pre-
sencia de glucosa-6-F 6,66 mN. La constante da activa-
¢i8n aparente de la glucosa-6-P para el mismo sistema

es del mismo oxden.

15 La sotividad glucSgeno-sintetasa independients de
1a presencia de glucosa-6-P no estf corrslacionada
con la concentracifSn de UDPG ni sufre variacifn apre-

ciable con el ti-npold- incubacitn.

1 Ge ha determinado una notable inestabilidad y labi-
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1lidad del sistema glucSgeno-sintetasa de joroba de
Polichinela de mejillén, ladbilidad que visne fuertemen-

te incrementada por el calor.

17 LA presencia de Mgé++ a bajas concentracionss cons-
tituye un elemento activador de la glucfgeno-sinte-
tasa da joroba de Polichinela de mejillsn, la presencia

de Cad+¥, por al contrario, sctla como agente inhibidor,

18 Las condicionas Sptimas para la determinacifn de

108 nivelss da gluclgeno-sintetasa de joroba &e Po-
lichinela de meiillén son: pR Sptimo 7.8, temperatura
de incubacifn a la que la actividad ez mixima 28°C.
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