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Glucose-6-phospate dehydrogenase (E.C. 1.1.1.49) and 6-phosphogluconate dehydrog­
enase (E.C. 1.1.1.44) activities measured in tissue extracts from sea mussel exhibit a
potential unbalance which could cause an accumulation of 6-phosphogluconate. Never­
theless elevated levels of this metabolite are not detected in mussel tissues.

The Entner-Doudoroff pathway ha not been found in hepatopancreas3 adductor
muscle and gill tissues.

Hepatopancreas glucose-6-phosphate-dehydrogenase and 6-phosphogluconate dehy­
drogenase apparent kinetic parameters at 25° C, were determined. The enzymes are
competitively inhibited by NADPH with respect to NADP+. Oxidized Glutathione at
nearly physiological concentrations counteracts NADPH inhibition.

La fase oxidativa de la ruta de las pen­
tosas, derivacion de la ruta central de la
glucolisis, intimamente relacionada con la
obtencion del NADPH necesario para las 

* Trabajo subvencionado en parte con una
beca de la Comision Asesora de Investigacion
Cientifica y Tecnica de la Presidencia del Go-
bierno.

1 Becario del M.E.C.
2 Departamento de Bioquimica. Facultad

de Veterinaria. Universidad Comphitense. Ma­
drid - 3.

reducciones biosinteticas, puede tenor un
importante signiftcado cuantitativo en cl
metabolism© glucidico de los moluscos.
Experimentos rcalizados en cortes de te­
jidos de lamelibranquios (1) indican un
mayor dcsprendimiento de C1 'O2 al incu-
bar con glucosa-l-C1* que cuando se usa
glucosa-6-C-1*. Io que parece indicar el
funcionamiento del ciclo de las pentosas.
Las enzimas de la ruta de las pentosas se
han estudiado en el caracol Limnue stui>-
nalis (9). Binmt y Nakada (1) han
determinado las actividades cspecificas
de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
(G6PDH) y la 6-fosfoglucdnico-dcshidro- 
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genasa (6PGDH) de hepatopancreas de
mejillon encontrando valores varias veces
superiores a las actividades cataliticas de
algunas de las enzimas de la gluc61isis.

Los mismos autores han detectado ac­
tividades transcetolasa y transaldolasa
confirmando asi la operatividad de la ruta
de las pentosas en los lamelibranquios.
Engel y Neat (4) han determinado acti­
vidades de G6PDH en varios organos de
la almeja Mercenaria mercenaria. En el
presente trabajo se investiga la distribu­
tion de las actividades de las enzimas de
la fase oxidativa de la ruta de las pento­
sas en diferentes organos del mejillon del
NO. de Espana (Rias Bajas, Galicia).
Asimismo, se determinan algunas pro-
piedades cineticas de la G6PDH y la
6PGDH de hepatopancreas, con el pro-
posito de averiguar la posible funcion
reguladora de estas enzimas en condicio-
nes fisiologicas del mejillon.

Material y metodos

Reactivos. Los productos quimicos que
se han utilizado procedian de diferentes
firmas comerciales, Merck, Probus y simi-
lares, siendo la calidad reactivo de an£li-
sis; coenzimas, sustratos y enzimas puri-
ficadas procedian de Sigma.

Material bioldgico. Se han utilizado
mejillones procedentes de las rias gallegas
suministrados por una depuradora indus­
trial de moluscos. Este material se ha
mantenido dos dias en el laboratorio en
acuarios con agua de mar, provistos de
un circuito de aireacion y filtration cons-
tante.

Diseccion de los moluscos y prepara­
tion de los extrados. Primeramente se
corta el musculo aductor, scparando las
valvas y arrancando cl pie con unas pin-
zas. Sc cortan a continuation las dos tiras
musculares supcrpuestas al hepatopan­
creas, scparando este de las branquias con
la punta de unas pinzas finas; se extrae 

por ultimo del hepatopancreas el estilo
cristalino y se desprende el musculo de
las valvas. Los tejidos, hepatopancreas y
branquias, se homogenizan anadiendo por
cada gramo de tejido 3 ml de tampon
de extraction (imidazol 10 mM, pH 7,
EDTA 1 mM y 2-mercaptoetanol 1 mM)
al hepatopancreas y 1 ml a las branquias.
La preparation del extract© enzimatico
del musculo se realiza en un mortero de
mano con alumina; por cada gramo de
tejido se anaden 2-4 ml de tampon. Se
centrifuga a 27.000 g durante 30 minu­
tes a 4° C. El sobrenadante se desengrasa
por filtration usandose este directamente
para medir las actividades enzimaticas
expresadas en U/g de peso fresco de te­
jido o en U/mg de proteina. Los extractos
se pasan a traves de una columna de Se­
phadex G-25 cuando se utilizan en expe-
riencias de cinetica enzimatica. Las pro-
teinas se valoran por el metodo de Lowry
et al. (12).

Determination de actividades enzimd-
ticas. La actividad de la glucosa-6-fos-
fato-deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.49) se va-
lora por el metodo de Langdon (10), com-
prob&ndose la reduction del NADP+ por
el aumento de densidad optica a 340 nm;
la 6-fosfogluconato-deshidrogenasa (E.C.
1.1.1.44) se determina segun Pontremoli
y Grazi (15); la glutation reductasa (E.C.
1.6.4.2) se valora por la tecnica descrita
por Racker (16); para la determination
de la 6-fosfogIuconato-deshidratasa (E.C.
1.2.14) la mezcla de reaction usada fue
la descrita por Meloche y Wood (13);
asimismo se detecta la action conjunta
de ambas enzimas por el mtiodo de
Friedeman y Haugen (6).

Experiencias de cinetica enzimatica.
Las constantes de Michaelis aparentes
para el sustrato y coenzimas de la G6PDH
y la 6PGDH y las constantes de inhibi­
tion del NADPH se determinan a pH 7
en condicioncs de temperatura controla-
da, entre unos limites de concentration 
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de 5 a 200 pM de glucosa-6-fosfato (G6P),
6-fosfo-gluconato (6PG) y NADP+. Los
resultados se expresan graficamente por
el metodo de los dobles reciprocos de
Lineweaver-Burk (11).

Interaction del glutation oxidado y el
NADPH sobre la actividad de la G6PDH.
La accion reversora del glutation oxidado
(GSSG) con respecto a la inhibition que
ejerce el NADHP sobre la G6PDH se ha
determinado por el metodo descrito por
Eggleston y Krebs (3).

Resultados

Determination de las actividades de
G6PDH y 6PGDH de distintos organos
de mejillon. Se observa un amplio des­
balance entre las actividades de ambas
enzimas, m&s acusado en branquias (ta­
bla I).

No se han detectado concentraciones
celulares altas de 6PG en hepatopancreas.
Los valores encontrados anteriormente
(J. C. Cameselle, resultados no publica-
dos) eran de 12 ± 4 nmoles/g, por lo que
se ha investigado la presencia de la ruta
de Entner-Doudoroff en distintos tejidos
del mejillon. En ningun caso se ha podido 

demostrar la presencia de 6-fosfoglucona-
to deshidratasa y de 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato aldolasa en extractos cru-
dos preparados a partir de hepatopan­
creas, branquias y musculo aductor de me-
jillones mantenidos en el laboratorio en
presencia de glucosa o acido gluconico,
sustancias descritas como inductoras de la
ruta de Entner-Doudoroff en microor-
ganismos (5).

Determination de las const antes de
Michaelis aparentes de la G6PDH y la
6PGDH. Se ha estudiado la influencia
que ejercen sobre la velocidad de reac­
tion de la G6PDH y 6PGDH de hepato­
pancreas, concentraciones crecientes de
sustrato o de coenzima en mejillones man­
tenidos en ayuno durante 2-3 dias (ta­
bla H).

Action inhibidora del NADPH sobre
las actividades de la G6PDH y la 6PGDH.
Se ha determinado la Kt para el NADPH
respecto a la G6P. Se observa (fig. 1) una
inhibition de tipo no competitivo con un
valor de Kt 0,2 mM. La Kt aparente para
el NADPH respecto al NADP+ en la
G6PDH da un valor medio de Kj 10 ± 1
/xM a partir de 4 experiencias (fig. 2). El

Tabla I. Actividades de la G6PDH y de la 6PGDH en distintos organos de mejillon.
Entre parfintesis, el nlimero de determinaciones. La mezcla de reacci6n para las determina-
ciones enzim^ticas contiene: G6PDH Imidazol 50 mM, pH 7, CLMg 10 mM, G6P 0,5 mM,
NADP+ 0,3 mM. 6PGDH Imidazol 50 mM, pH 7, CLMg 10 mM, 6PG 0,5 mM, NADP+
0,3 mM. Se ha usado una cantidad de extracto enzimatico correspondiente a 0,5-3 mg de
proteina dependiendo de los drganos. La reaccidn se pone en marcha por adicion de los
respectivos sustratos glucidicos registrdndose el cambio de densidad 6ptica a 340 nm frente

a un testigo sin sustrato.

Organo

U.I./mg protetna U.I./g peso fresco

G6PDH GPGDH
G6PDH/
6PGDH G6PDH 6PGDH

G6PDH/
6PGDH

Hepatopancreas 0,031 ±0,016
(44)

0,006±0,005
(47)

5,1 1,58±0,58
(53)

0,378±0,140
(47)

4.2

Branquias 0,127±0,040
(14)

0,0136±0,0090
(16)

9,3 1,33±0,15
(19)

0,122±0,064
(20)

19,0

Musculo 0,0027±0,0010
(10)

— — 0,064±0,026
(10)

—- —
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valor Ki (NADPH)/Km (NADP+) = 1 esti
de acuerdo con el resultado obtenido por
Sapag-Hagar et al. (18) en hfgado de rata
en condiciones de ayuno.

Tabla II. Constantes de Michaelis aparentes
de la G6PDH y la 6PGDH de hepatopancreas

de mejlllon.
Entre par6ntesis, el ntimero de determinaciones.
La mezcla de reacci6n contiene: G6PDH-Imi-
dazol 50 mM, pH 7, Cl2Mg 10 mM, NADP+
0,3 mM o G6P 0,5 mM ante concentraciones
variables de los sustratos respectivos. 6PGDH-
Imidazol 50 mM, pH 7, Cl.Mg 10 mM, NADP+
0,3 mM o 6PG 0,5 mM ante concentraciones

variables de los sustratos respectivos.

Sustrato glucidico 22±5 (5) 11 ±2 (5)

Km CuM)

G6PDH 6PGDH

Fig. 1. Action inhibidora del NADPH sobre
la actividad de la G6PDH, respecto a la G6P.
La mezcla de reaccion contiene en un vol de
2 ml: imidazol 50 mM, pH 7, CLMg 10 mM,
NADP+ 0,3 mM, concentraciones variables de
G6P entre 5-200 /»M y extracto enzimatico pu-
rificado a traves de una columna de Sepha­
dex G-25 (0,35-1,6 mg de proteina). La reac­
cion se pone en marcha por adicion de G6P
registrandose el cambio de densidad optica a

340 nm (rente a un testigo sin sustrato.

Fig. 2. Accidn inhibidora del NADPH sobre
la actividad de la G6PDH, respecto al NADP+.
Condiciones de los ensayos: G6P 0,5 mM y
NADP+ 5-200 /xH. El resto de los componentes

son los descritos en la figura 1.

Las constantes de inhibition de la
6PGDH para el NADPH respecto al 6PG
y al NADP+ (fig. 3) dan una inhibition
de tipo no competitive ante el sustrato
6PG. Se ha encontrado un valor medio
de Ki 80 + 14 /zM (4 determinaciones).
En la figura 4 se observa la inhibition
competitiva que el NADPH ejerce res­
pecto al NADP+ con un valor de Kt
14 + 3 pM. El valor K, (NADPH)/Km
(NADP+) = 0,56 resulta proximo al ob­
tenido por otros autores en higado de
rata en ayuno (18) y en eritrocitos hu-
manos (14).

Interaction del glutation oxidado y el
NADPH sobre la actividad de la G6PDH.
Para comprobar si cn cl hepatopancreas
de mejillon cl glutation oxidado (GSSG)
ejcrce la action reversora sobre la inhibi­
tion de la G6PDH por el NADPH halla- 
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da en higado de rata y otros tejidos ani­
mates (4), se han realizado las siguientes
experiencias: a) Medida de la actividad
de la G6PDH con G6P a saturacidn y
una concentration de NADP+ pr6xima a
la Km. b) Determination de la inhibition

Fig. 3. Action inhibidora del NADPH sobre
la actividad de la 6PGDH, respecto al sustra-

to 6PG.
Condiciones de los ensayos: NADP+ 0,3 mM,
6PG 5-200 /xM. El resto de los componentes

son los descritos en la figura 1.

Fig. 4. Accion inhibidora del NADPH sobre
la actividad de la 6PGDH, respecto al NADP+.
Las desviaciones estandars se han calculado a
partir de los valores obtenidos en 6 determina-
cioncs. Mezcla de reaction: 6PG 0,5 mM,
NADP+ 5-200 mM. Las restantes condiciones

son las descritas en la figura 1.

que ejerce el NADPH a una concentra­
tion cuatro veces superior a la de NADP+
sobre la actividad de G6PDH en las con­
diciones del apartado anterior, c) De­
termination de la accion conjunta del
NADPH y del GSSG, en las condiciones
del apartado a).

En algunos casos se han realizado de-
terminaciones enzimaticas en los extractos
sin preincubar y en otros se han realiza­
do preincubando previamente el extracto.
En la tabla III se resumen los resultados
obtenidos.

Discusion

Las ctiulas de mamiferos se comportan
como celulas muy especializadas respecto
a la actividad especifica de las enzimas
de la ruta de las pentosas-fosfato encon-
trdndose grandes diferencias entre unos
y otros tejidos. Por el contrario, en la
presente investigation, se comprueba que
las actividades especificas de la G6PDH y
la 6PGDH resultan muy pr6ximas en los
diferentes tejidos del mejillon, organismo

Tabla 111. Efecto del GSSG sobre la inhibi­
tion de la G6PDH por el NADPH en extractos

sin preincubar y preincubados.
Las preincubaciones de los extractos se reali-
zan a 25° C en ausencia de G6P y NADPH.
Numero de animales por gnipo, 5. El porcenta-
je de reversion sc calcula a partir de los por-
centajes de inhibition ejercidos por el NADPH
en ausencia y en presencia de GSSG 0,1 mM.
Mezcla de reaction: Tampon Tris-Cl 50 mM,
pH 7,5, Cl.Mg 3.3 mM, CLZn 33 /xM, NADP+
16 /zM (cociente 0,20) y 20 /iM (cociente 0,25)
NADPH 80 /<M y extracto enzimatico 0,05 mg

de proteina, en un volumen de 2 ml.

Cociente
(NADPr)/
(NADPH)

Tiempo de
premcubacion

min
Reversion
por GSSG

0,25 0 33.3 ±12,3
0,25 30 54.9±18.6
0,20 0 42,2± 9.5
0.20 30 63.5 ±16.7
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evolutivamente muy distanciado de los
mamiferos.

En la determination de las actividades
especificas de G6PDH y 6PGDH en teji-
dos de mejillon se ha observado un pa-
tente desbalance (mas acusado en bran-
quias) que estci de acuerdo con el obteni-
do por otros autores en distintos organis-
mos y en diversas condiciones fisiologicas
(7, 18). Este desbalance, a pH fisiologico,
implicaria en una ruta no bifurcada como
la de las pentosas-fosfato en animales,
una acumulacion de 6PG; sin embargo,
a pesar de los numerosos ensayos reali-
zados, no se ha conseguido detectar con-
centraciones celulares altas de 6PG que
evidencien el desbalance entre ambas ac­
tividades. Asimismo no parece existir en
los tejidos de mejillon la encrucijada a
nivel de 6PG encontrada en algunos mi-
croorganismos por Entner-Doudoroff
(6).

La exploration realizada de la ruta
de Entner-Doudoroff en extractos de
los tejidos de mejillones incubados con
6PG se puede resumir de la siguiente
manera: a) Valoracion del piruvato en
la mezcla de reaction a partir del 6PG
mediante la determination colorimetrica
de las dinitrofenilhidrazonas del piruvato
en medio alcalino (6). Z>) Demostracion
de la actividad de la 6-fosfogluconato
deshidratasa valorando la formation de
2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato a partir
de 6PG (13).

Se ha descrito que, en condiciones fi­
siologicas, el desbalance entre las activi­
dades de la G6PDH y la 6PGDH debe
acentuarse, puesto que se admite que la
fase oxidativa de la ruta de las pentosas-
fosfato esta controlada por las formas
oxidasa y reducida del NADP+ actuando
el NADPH como inhibidor competitivo
de ambas enzimas, con menor constante
de inhibition para la 6PGDH, dato rese-
nado por otros autores (18, 19) y confir-
mado en esta investigation sobre las en­
zimas del hepatopancreas de mejillon.
Sin embargo, la concentration intracelu- 

lar de G6P en el hepatopancreas de me­
jillon determinada en este laboratorio
(17) resulta 45 /zMoles/kg de peso fresco,
proxima a la Kra para la G6P, por lo que
no puede descartarse la posibilidad de un
control a nivel de sustrato glucidico.

Eggleston y Krebs (3) han investiga-
do los factores que modifican la activi­
dad de la G6PDH hepatica, en particular
la action inhibidora del NADPH, confir-
mando que el NADPH es un inhibidor
competitivo respecto al NADPH+, apro-
ximandose a un 100% de inhibition
cuando el valor del cociente NADP+/
NADPH es aproximadamente 0,1. Basan-
dose en los valores teoricos calculados
para este cociente, Veech et al. (19) de-
ducen que in vivo algun factor descono-
cido debe revertir la inhibition por el
NADPH para permitir el funcionamiento
de la enzima.

En el hepatopancreas de mejillon el
GSSG actua de manera similar a la des-
crita para el higado de rata (3), con-
trarrestando la action inhibidora del
NADPH. La concentration de equilibrio
encontrada en el hepatopancreas de meji-
llon (J. C. Cameselle, resultados no pu-
plicados) para el GSSG varia desde
49 ± 11 jj.M en ayuno a 25 ± 5 pM en
condiciones de lipogenesis, por lo que
puede considerarse de importancia fisio-
logica la action reversora demostrada
para una concentraci6n de GSSG 100 /zM.
Se ha comprobado en este laboratorio
que el GSSG contrarresta tambidn la ac­
tion inhibidora del NADPH sobre la
6PGDH (S. RodrIguez-Segade, resulta-
das no publicados). Los resultados obte-
nidos parecen indicar un mayor efecto
reversor sobre esta ultima enzima que
sobre la G6PDH, lo cual podria conside­
rarse un mecanismo compensador del des­
balance entre las actividades in vivo de
ambas deshidrogenasas.

Teniendo en cuenta la posible funcion
fisiologica del GSSG senalada anterior-
mente, sustratos capaces de originar H2O2,
como la alanina, que se acumula en el
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metabolismo anaerobico del mejillon (2),
podnan causar una estimulacion de la
ruta de las pentosas-fosfato durante el
metabolismo aerobio. En presencia de O,
las NADP^-oxidasas del sistema reticulo
endoplasm&tico pueden producir H,O2 a
expensas de la oxidacion de la alanina, y
el H2O2 mediante la glutation peroxidasa
transforma el glutation reducido en GSSG
(3).
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Resumen

Las actividades especificas de la G6PDH y
la 6PGDH en diversos 6rganos de mejilI6n
muestran un desbalance (5 a 1 en hepatopan­
creas y 10 a 1 en branquias) que podrla oca-
sionar una acumulacidn de 6PG; sin embargo,
no han podido detectarse concentraciones celu-
lares altas de este metabolito en el mejilldn.
Asimismo, se han investigado con resultado ne­
gative la ruta de Entner-Doudoroff en hepato-
pancrea, mtisculo aductor y branquias de me-
jilldn.

Se han caracterizado cinfiticamente la G6PDH
y 6PGDH de hepatopancreas determin&ndose
las constantes cinfiticas aparentes a 25° C y
pH 7. El NADPH inhibe competitivamente a
las dos enzimas respecto al NADP+ (la razdn
Ki/Km para la G6PDH es 1 y para la 6PGDH
0,56). El glutation oxidado a concentraciones
prdximas a las fisiol6gicas ejerce un efecto
reversor de la inhibition del NADPH sobre
la G6PDH.
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