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Glucose-6-phosphate-dehydrogenase activity was found in the subcellular compo-
nents of the sea mussel Mytilus edulis L., most of it, 99.42 %, in the supernatant (cyto-
solic) fraction. A mitochondrial form of glucose-6-phosphate-dehydrogenase of diverse
exhibiting coenzyme specificity towards NAD+ and NADP+ was solubilized. The
inhibitory effect of some phosphate compounds on cytosolic glucose-6-phosphate-de-
hydrogenase activity, has been studied. The inhibition constants for fructose-l,6-diphos-
phate, and phosphoenol pyruvate in relation to the glucose-6-phosphate substrate, have
been determined. Cytosolic enzyme activity dependence on pH has been tested with
and without fructose diphosphate. Lastly, the inhibition rate of various fructose di-
phosphate concentrations against constant substrate concentrations have been deter­
mined, as well as the inhibitory effects by the simultaneous action of fructose diphos­
phate and NADPH.

En hepatopáncreas de mejillón, la acti­
vidad de la glucosa-6-fosfato-deshidroge-
nasa (G6PDH), que inicia el ciclo de las
pentosas, varía bajo diversas condiciones
ambientales (4), pudiendo representar un
mecanismo de regulación de toda la se­
cuencia metabólica, ya que las constan­
tes de Michaelis para ambos sustratos son
muy bajas (14) y permiten que esta vía
compita muy eficientemente con la glu- 
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cólisis cuando las concentraciones de glu-
cosa-6-fosfato (G6P) son limitantes. Di­
versos autores han investigado las pro­
piedades cinéticas y regulatorias de la
G6PDH de distintos orígenes (7, 12. 19);
Olive et al. (11) demuestran la existen­
cia de tres tipos de G6PDH, basándose
en la especificidad para el nucleótido. Se
incluyen en un grupo la G6PDH de le­
vadura, Candida milis y Escherichia cali,
específicas para el NADP+. En otro grupo
las enzimas de Leuconostoc mesenteroi-
des, Pseudomonas aeroginosa, Hydroge-
nomonas y 7 hiobacillus jerroxidans que
reaccionan con NAD+ y NADP^ a velo­
cidades comparables y. en un tercero a
la mayoría de las G6PDH de origen ani­
mal. que presentan máxima actividad con
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NADP+ y baja variable con NAD+ y al­
gunos análogos del NAD+ y del NADP+.
La oxidación de la G6P en el hígado de
mamíferos es catalizada por dos proteí­
nas, que difieren en la localización subce­
lular (una se encuentra en la fracción so­
luble y otra en la mitocondria) y en la
especificidad respecto a los nucleótidos y
a otros sustratos distintos a la G6P (21);
esta especificidad es más amplia para la
enzima mitocondrial, llamada por esa ra­
zón «hexosa-fosfato-deshidrogenasa», en
contraste con la G6PDH soluble. La enzi­
ma mitocondrial es probablemente idén­
tica a la G6PDH descrita por otros auto­
res (1, 10).

En el presente trabajo se investiga la
presencia de ambas formas enzimáticas
en el hepatopáncreas de mejillón, órgano
evolutivamente muy distanciado del hí­
gado de los mamíferos, el cual desempe­
ña en los lamelibranquios las funciones
homologas a las del hígado en los ani­
males superiores. Por otra parte, se rea­
liza un estudio cinético de la acción de
diversas sustancias sobre la actividad ca­
talítica de la G6PDH del citosol.

Particularmente se ha comprobado el
efecto que ejerce la fructosa-difosfato
(FDP) sobre la citada actividad, pues­
to que este metabolito inhibe fuertemen­
te a la 6-fosfo-gluconato-deshidrogenasa
(6PGDH) de hepatopáncreas de mejillón
(3) e hígado de oveja (6).

Material y métodos

Reactivos. Los productos químicos
que se han utilizado procedían de dife­
rentes firmas comerciales: Merck, Pro­
bus y similares, siendo de calidad reacti­
vo de análisis. Coenzimas, sustratos y en­
zimas purificadas procedían de Sigma.

Material biológico. Se han utilizado
mejillones procedentes de las rías galle­
gas suministrados por una depuradora in­
dustrial de moluscos y mantenidos en el
laboratorio, en acuarios con agua de mar 

provistos de un circuito de aireación y
de filtración.

Disección del hepatopáncreas. Para
realizar la disección de mejillones es ne­
cesario cortar el músculo aductor, sepa­
rar las valvas, arrancar el pie con unas
pinzas, cortar las dos tiras musculares
superpuestas al hepatopáncreas, separar
éste de las branquias con la punta de
unas pinzas finas, extraer del hepatopán­
creas el estilo cristalino y desprender el
músculo.

Fraccionamiento celular. Se ha segui­
do la técnica descrita por Teague y
Henney (17) con ligeras modificaciones:
100 g de hepatopáncreas se suspenden en
900 mi de medio de extracción isotónico
(Tris-CIH 10 mM, pH 7,5, sacarosa 0,5 M);
se homogeniza y se centrifuga a 600 g du­
rante 10 minutos; se desprecia el preci­
pitado y se repite la operación. El sobre­
nadante se filtra y se vuelve a centrifugar
a 9.000 g durante 10 min; su sobrena­
dante se considera la fracción citosólica
y el precipitado la fracción mitocondrial,
el cual se lava con el medio de extrac­
ción po" sucesivas resuspensiones y cen-
trifugaci mes a 9.000 g durante 10 min
hasta que no se encuentra actividad en el
sobrenadante (aproximadamente en el 4.°
ó 5." lavado). El precipitado del último
lavado se resuspende en una mínima can-
l-dad de tampón (unos 20 mi), se homo­
geniza y se rompen las mitocondrias por
ultrasonidos en períodos de 15 s, centri­
fugando posteriormente a 23.0000 g du­
rante 15 min, realizándose los ensayos
enzimáticos en el sobrenadante.

Medida de la actividad de la G6PDH.
Se ha usado la siguiente mezcla de reac­
ción: imidazol, 50 mM, pH 7; CLMg.
10 mM; G6P, 1 mM; NADP+, 0,6 mM,
y extracto enzimático, 0,1 mi, correspon­
diendo aproximadamente a 0,1 mg de
proteína, en un volumen final de 1 mi.
La reacción se pone en marcha por adi­
ción de G6P, registrándose el cambio de
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D.O. a 340 nm frente a un testigo sin sus­
trato. El efecto inhibidor de algunos es­
teres fosfóricos se comprueba añadiendo
a las cubetas problema y testigo la sus­
tancia a ensayar a la concentración 2 mM.

Perfil de la curva de pH y pH óptimo
de actividad de la G6PDH citosólica. Se
ha determinado la actividad específica de
la enzima en un margen de pH de 6,5-9,5
a intervalos de aproximadamente 0,5 uni­
dades de pH. Las soluciones tampón usa­
das han sido las siguientes: imidazol,
50 mM, pH 6,5, 7 y 7,6; Tris-CIH, 50 mM,
pH 8 y 8,5, y glicocola-NaOH, 50 mM,
pH 9 y 9,5.

Para la determinación de las activida­
des enzimáticas se cambia en cada caso
la solución tampón de la mezcla de re­
acción y la de las soluciones madre de
coenzima y sustrato, manteniéndose las
concentraciones de saturación en la mez­
cla de reacción anteriormente indicadas.
Otra serie de ensayos similar se ha reali­
zado en presencia de FDP 1 mM.

Determinación de la constante de Mi-
chaelis y de inhibición de la G6PDH cito­
sólica. Las constantes de Michaelis apa­
rentes (Kni) para el sustrato y coenzima de
la G6PDH y las constantes de inhibicio­
nes (K>) de las sustancias efectoras se de­
terminan a pH 7 en condiciones de tem­
peratura controlada, 25° C, entre unos lí­
mites de concentración de 5 a 200 /xM de
G6P y NADP+.

Para la determinación de las Ki se rea­
lizan las curvas de progresión de la G6P
o del NADP+, con intervalos de separa­
ción de 5 /xM para los puntos más bajos
(hasta 25 /xM) y de 25 y 50 /xM para los
siguientes, manteniendo en cada caso el
otro sustrato (G6P o NADP+) constante
y en condiciones de saturación. Paralela­
mente se realiza la curva de progresión en
presencia de una concentración constante
de inhibidor. Todas las determinaciones
se han realizado añadiendo el posible efec-
tor a las cubetas (referencia y problema),
con objeto de contrarrestar la acción de 

algún posible artefacto que enmascare el
efecto inhibidor.

Los resultados se representan por el
método de los dobles recíprocos de Line-
weaver-Burk (9).

Resultados
Distribución de la actividad G6PDH en

diferentes fracciones celulares. Propieda­
des cinéticas de la G6PDH citosólica.
Aunque se ha encontrado una ligera ac­
tividad G6PDH en la fracción mitocon-
drial (tabla I), prácticamente el total de
la actividad enzimática se localiza en la
fracción sobrenadante de 9.000 g (cito­
sólica).

Tabla 1. Distribución intracelular de la glu-
cosa-6-fosfato deshidrogenasa de hepatopán-

creas de mejillón.
La distribución porcentual de actividad entre
la fracción citosólica y la mitocondrial se cal­
cula considerando 100 % la suma de las acti­
vidades enzimáticas totales de ambas fracciones.

Fracción
Actividad específica

(mu/mg proteína)
Distribución

(% de actividad)

Citosol 0,0140 + 0,001 99,42 + 0,27
Mitocondrias 0,0128 + 0,003 0,72 ±0,27

La actividad específica de la G6PDH
mitocondrial de hepatopáncreas resulta
próxima a la citosólica. Los resultados
obtenidos coinciden con los de otros au­
tores con tejido hepático (13), tanto en
lo referente a la distribución intracelular
de la actividad, como a la alta actividad
específica encontrada para la G6PDH mi­
tocondrial. Esta forma exhibe doble es­
pecificidad coenzimática ante el NADP+
y el NAD+. La posibilidad de que pueda
ejercer su función in vivo ha sido discu­
tida anteriormente (20).

Perfil de la curva de pH y pH óptimo
de actividad. El perfil de la curva de
actividad presenta tres fases (fig. 1). Una
zona correspondiente a los valores de pH
bajos, en los que la actividad tiende a
aumentar cuando se eleva el pH; otra co-
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Fig. 1. Curva de pH-act¡vldad y pH óptimo
de actividad de la G6PDH citosólica de hepa-

topáncreas de mejillón.

rrespondiente a los valores de pH altos,
en la cual las actividades tienden a dis­
minuir, y una zona de valores de pH in­
termedios (próximos a la neutralidad) en
la cual se encuentra el pH óptimo de la
actividad enzimática. Algunos de los pH
óptimos descritos para la G6PDH de di­
versos orígenes coinciden con el valor de
pH obtenido en la G6PDH de hepatopán-
creas. Así, Zaheer et al. (21) describen
un valor óptimo de pH 7,5 para la frac­
ción sobrenadante de hígado de rata.

Determinación de las constantes ciné­
ticas aparentes. Las Kin aparentes obte­
nidas para la G6PDH (20 /zM) y para el
NADP+ (10 /xM) coinciden sensiblemen­
te con las determinadas previamente en
extractos crudos de hepatopáncreas (14),
y resultan próximos a los citados en la
bibliografía para los mamíferos (12).

Acción inhibidora del fosfoenol-piruva-
to. El fosfoenolpiruvato (PEP), descrito
como inhibidor de la G6PDH de bacte­
rias (18). cuya principal vía degradativa
es la ruta de Entner-Doudoroff. ejerce un
efecto inhibidor sobre la G6PDH citosó­
lica de hepatopáncreas de mejillón (fig. 2).

Se ha investigado la acción del PEP a
concentración fija sobre las constantes ci­
néticas de la enzima, encontrándose una
inhibición aparente de tipo no competi­

tivo según la representación gráfica de
Lineweaver-Burk sobre la G6PDH con
un valor de K¡ 5,2 mM. Sin embargo, el
PEP 1 mM no altera la K)n (NADP+) de
la enzima. Asumiendo que en el hepato­
páncreas de mejillón los niveles celulares
de equilibrio del PEP son del mismo or­
den que los descritos en el hígado de
rata (8), el valor obtenido para la K
(PEP) respecto al sustrato glucídico no
parece ser indicativo de un efecto fisio­
lógico.

Efecto de diversos ésteres fosfóricos.
Se ha ensayado el efecto que ejercen di­
versos ésteres fosfóricos a concentracio­
nes próximas a las fisiológicas (2 mM) so­
bre la actividad de la G6PDH citosólica,
medida en condiciones de saturación de
sustrato y coenzima. Se ha obtenido efec­
to inhibidor con FDP (39 %) y pirofos-
fato (9%) y no con fructosa-1-fosfato,
glicerol-3-fosfato y ortofosfato.

Acción inhibidora de la FDP. Se ha
estudiado el efecto inhibidor de concen-

m M

Fig. 2. Efecto de concentraciones crecientes
de PEP y FDP sobre la actividad de la G6PDH

del citosol de hepatopáncreas.
La mezcla de reacción contiene en un volumen
de 2 mi: tampón Imidazol, 50 mM, pH 7;
CLMg, 10 mM; G6P, 25 /zM; NADP+ 0,6 mM,
y extracto enzimático (sobrenadante) correspon­

diente a 0,5-0,8 mg de proteína.
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traciones crecientes de FDP sobre la ac­
tividad de la G6PDH a concentración de
G6P próxima al valor de la K„, aparente
(fig. 2), observándose que la inhibición
aumenta hasta una concentración de FDP
4 mM, no aumentando en presencia de

Fig. 3. Acción inhibidora competitiva de la
FDP sobre la actividad de la G6PDH del cito-

sol de hepatopáncreas respecto a la G6P.

Fig. 5. Curva pH-actividad de la G6PDH del
citosol de hepatopáncreas en ausencia y pre­

sencia de FDP.

concentraciones superiores de inhibidor.
Se ha determinado la de la FDP

1
(NADP‘]fi M

Fig. 4. Acción inhibidora aislada y conjunta
de la FDP y del NADPH sobre la actividad de
la G6PDH citosólica de hepatopáncreas res­

pecto al NADP+.

respecto a la G6P, expresándose los re­
sultados por el método de los dobles re­
cíprocos de Lineweaver-Burk, obtenién­
dose una inhibición de «tipo competiti­
vo» según el método gráfico empleado
con un valor de Kt 3 mM (fig. 3) y un
valor medio de K1 3 ±1,3 mM (5 deter­
minaciones).

El efecto de la acción aislada y con­
junta de la FDP y del NADPH muestra
(fig. 4) que la presencia de la FDP no
afecta la Kin para el NADP~ y la K¡ del
NADPH.

Se ha considerado la influencia del pH
sobre la acción inhibidora de la FDP a
concentración saturada de G6P y de
NADP+ en ausencia y presencia de FDP
2 mM (fig. 5). y se representan los resul­
tados en unos límites de pH de 6 a 9,5.
observándose un marcado paralelismo en­
tre las curvas de pH.
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Discusión

Zaheer et al. (21) demostraron la exis­
tencia de G6PDH en mitocondrias de hí­
gado de rata, comprobando que su acti­
vidad constituye una parte importante de
la G6PDH soluble. Asimismo encontra­
ron diferencias entre las propiedades ci­
néticas de las formas citoplasmática y
soluble de la enzima.

Shimeno y Takeda (13) estudiaron la
distribución intracelular de la G6PDH en
hígado de Mugel cephalus, demostrando
que la actividad enzimática está princi­
palmente localizada en la fracción soluble
o citoplasmática, si bien hallaron activi­
dad en la fracción mitocondrial.

De los resultados hallados en el hepa-
topáncreas de mejillón puede deducirse
que, igual que en el mugel, la G6PDH
se encuentra en su mayor parte en forma
soluble, pero se detecta también actividad
en la fracción mitocondrial, con una acti­
vidad específica comparable a la citosó-
lica. Asimismo se ha demostrado que la
G6PDN mitocondrial posee doble especi­
ficidad coenzimática para el NADP+ y el
NAD+, a diferencia de la citosólica, que
muestra especificidad sólo para el NADP+.

Puesto que la G6PDH es una enzima
clave sometida a regulación a nivel de
síntesis (4) que posiblemente limita el flu­
jo carbonado en la ruta de las pentosas-
fosfato, se ha realizado un estudio de las
propiedades cinéticas de la enzima del ci-
tosol de hepatopáncreas de mejillón con
objeto de completar la investigación rea­
lizada anterio'mente en homogenados to­
tales del tejido (14). Se ha comprobado
que las constantes de Michaelis para el
NADP" y la G6P son prácticamente igua­
les a las obtenidas anteriormente (14). De
los diversos compuestos fosforilados en­
sayados sobre la actividad de la enzima
únicamente el PEP. pirofosfato y FDP
inhiben la actividad de la G6PDH cito­
sólica. El efecto inhibidor del pirofosfato
2 mM en presencia de concentraciones de
saturación de G6P y NADP es muy pe­

queño, por lo que puede descartarse la
posibilidad de que ejerza algún efecto in
vivo. Asimismo, la alta constante de in­
hibición encontrada para el PEP parece
indicar que su efecto inhibidor no puede
tener repercusión fisiológica.

La FDP, descrita como activador alos-
térico de la piruvato-kinasa de músculo
aductor de mejillón (5) y como inhibidor
competitivo respecto al 6-fosfo-glucona-
to de la 6-fosfo-gluconato-deshidrogenasa
(6PGDH) purificada de hígado de oveja
(6), ejerce también una potente inhibición
sobre la 6PGDH de hepatopáncreas de
mejillón (3).

Basándose en lo anterior, Silva-Pando
(15) ha sugerido que, en el hepatopán­
creas de mejillón, la FDP puede contri­
buir a controlar el flujo carbonado entre
la ruta de las pentosas fosfato y la glu-
cólisis, superponiendo su acción a la que
ejerce el sistema NADP+/NADPH (3).
Debido a que la concentración de equili­
brio de la FDP se eleva al aumentar el
flujo glucolítico (16), la posible acción in­
hibidora sobre la ruta de las pentosas-fos-
fato resultaría más eficaz en aquellas si­
tuaciones fisiológicas en las que la de­
manda energética está cubierta y el flujo
carbonado de la glucólisis se utiliza en la
biosíntesis lipídica.

La acción inhibidora de la FDP sobre
la 6PGDH de hepatopáncreas podría re­
forzarse si este metabolito ejerciese algún
efecto inhibidor sobre la G6PDH en con­
diciones fisiológicas. Sin embargo, la K¡
encontrada (3 ±1,3 mM) está muy lejos
de los límites de fluctuación de la concen­
tración celular de la FDP en hepatopán­
creas (3,2±1,8 /zM en condiciones de
ayuno del mejillón; 5,6 ±3,4 ;zM en con­
diciones de lipogénesis) encontradas en
este laboratorio (2).

Por otra parte, las curvas de actividad
en función del pH de la G6PDH citosóli­
ca en presencia y ausencia de FDP mues­
tran una simetría indicativa de que el pH
afecta de igual manera a la actividad ca-
tahtica de la enzima y a la acción inhi­
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bidora de la FPD, lo cual sugiere un efec­
to a nivel de centro activo. La acción que
ejercen la FDP y el NADPH, aislada y
conjuntamente, sobre la actividad de la
enzima respecto al NADP+ (fig. 4) exclu­
ye la posibilidad de que la inhibición de
la FDP se base en una analogía estructu­
ral entre esta sustancia y parte de la mo-
lécu’a del NADP+.

Las propiedades cinéticas de la forma
enzimática predominante de la G6PDH de
hepatopáncreas de mejillón indican la au­
sencia de un control a nivel de actividad
parecido al existente en la enzima de otros
orígenes (18), que pueda superponerse al
estrecho control que ejerce el sistema re-
dox NADP+/NADPH (7). Estos resulta­
dos realzan la importancia del control a
nivel de síntesis de la enzima que sugiere
la variación estacional de actividad obser­
vada (4).
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Resumen

El 99,42 % de la actividad total de la glucosa-
6-fosfato-deshidrogenasa de hepatopáncreas de
mejillón se localiza en la fracción sobrenadan­
te (citosólica). Se ha solubilizado una forma
mitocondrial de glucosa-6-fosfato-deshidrogena-
sa que exhibe doble especificidad coenzimática
ante el NAD+ y el NADP+.

Se ha investigado el efecto inhibidor de al­
gunos compuestos fosforilados sobre la gluco-
sa-6-fosfato-deshidrogenasa citosólica y se han
determinado las constantes de inhibición de la
fructosa-1,6-difosfato y del fosfoenol-piruvato,
respecto al sustrato glucosa-6-fosfato. En la
enzima citosólica se ha realizado asimismo la 

curva pH-actividad en presencia y ausencia de
fructosa difosfato. Finalmente, se ha determi­
nado el porcentaje de inhibición en función de
la concentración de fructosa dífosfato a con­
centraciones constantes de los sustratos y el
efecto inhibidor producido simultáneamente por
la fructosa difosfato y el NADPH.
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