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INTROIUCCION

El presente trabajo . ha tomado a las zoeas, or
ganismos planctédnicos para demostrar la importancia que
tiene el conocimiento de las enzimas respiratorias en se
res marinos, que estan sometidos a diversos factores, en
tre los cuales citaremos las diferentes profundidades en
que se desplazan estos animales, los que.nos podria decir
si a grandes profundidades el poco oxigeno que existe pue
de ser lo suficiente colo para que las enzimas se presen
ten positivamente; c¢omo eh este caso del material biolé~
gico superficial.,

Es asi como se ha aplicado las reacciones para
identificar la enzim Succinodeshidrogenasa, tipico sis-
tema oxiddsico que cataliza la eliminacién de hidrégeno,
0 electrones provocando la oxidacidén en el sistema some-
tido a la accibén enzimitica. El electrdn es transporta-
do por el complejo flavinico.

El sistema succinooxidisico, segun VERNE y su
escuela, pasa por etapas entre las cuales se encuentran
los citocromos b y ¢, los que desempefian un papel gde .
transportadores electrénicos.

NACHLAS, MARGULIES y SELIGMAN y otros investi-
gadores, sostienen que las -.sales de tetrazolium no cap-

tan directamente los electrones liberados por el sistema
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enzimitico, sino que son bnecesarios etapas intermedias
y que una de ellas es a través de las diaforasas existen
tes en los tejidos,.

No solo el sistema succinodeshidrogenasa reac-
ciona sobre las sales de tetrazolium; sino también una
serie de sistemas deshidrogenidsicos son susceptible de
reaccionar en la misma forma.

Ademis, hay que considerar la reduccién no en-
zimitica, como la que efectfia el &cido ascérbico, el glu
ta%ion y otras sustancias quimicas reducciones que tie-
nen lugar a un pH 9.

Por otra parte la identificacién de las zoeas
no ha sido posible debido a que no existen buenas -Claves
para ello para esta parte de América, informacién perso-
nal recibida del Dr. ANTHONY J, PROVENZANO Jr. de la Uni
versidad de #Miami; debido a que no se han realizado estu
dios de estas larvas con anterioridad, por lo que me he
limitado a hacer una descripcién, modelo que he tomado de

la obra del Dr. D. I. WILLIAMSON, Esta descripcidén  fue
revisada por el Dr. H. EINARSSON, entonces Asesor del

Programa de Biologis del Instituto del Mar del Perd.
Por las rszones expuestas, no estoy aun en con
diciones de referirme a una identificacidn estricta,li~

mitando a sefialar como pertenecientes,al Grupo Brachyura.
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2, MATERTAL Y METODOS

2,1. MATERIAL BIOLOGICO

Se emplearon larvas del estadio zoea extraidas
de la Punta Callao, en muestras zooplancténicas a cien o
doscientos metros de la playa. Se utilizaron redes Stan
dard en arrastre superficial durante 10 a 15 minutos.

Las zoeas asi colectadas se trabajaron histoqui
micamente y se les hizo la descripcién para saber a que
grupo pertenecian.

Necesitando grandes cantidades de material bio
l6égico para la investigacién bioquimica, se extrajerom
muestras zobplancténicas de La Arenilla, La Punta, en eg
te caso la red Standard tuvo un arrastre superficial de
10 a 20 minutos, encontrindose entre mil a dos mil zoeas.

.Las muestras en el laboratorio fueron revisadas
colocidndose en un patris con agua de mar, de donde median
te un gotero las zoeas fueron separadas y colocadas en
frascos de 80 cc de volumen con agua de mar.

Con el materfal vivo se procedid a ejecutar las

técnicas respectivas.

2,2, HETODOS . BIOQUIMICO

Se utilizé para las pruebas bioquimicas homo-~



geneizados de las zoeasm las que fueron colocadas vivas
en el homogenizador de vidrio.
Las homogenizacién fue de 4 minutos y con sue-
ro fisiolégico.
El substrato con el homogemizado se incubd a
37° C durante 60 minutos.
‘La técnica es la siguiente:
Utilizar Azul de Metileno o 2,6-Dicloro-feno-
lindolfenol, como aceptor de electrones,
1x10™% en HC1 0.154 M
Azul de Metileno 0.1 mg/ml
Preparar los siguientes reactivos:
Succinato de Sbdio 0,1 M
Buffer fosfato pH 7.4 Sol. 0.1 M:
fosfato monosédico 0,2Meeees.e...19 ml
fosfato disbédico O.2Meeceses..81 ml
agua destiladaceccceacscesscss 100 ml
Acido tetracético etilen diamina 0.01M(Ldta)
Homogenizado de zoeas.Utilizando Cloruro de
50di0. ... .Ql5411
Nitro BT 1lmg/ml

El substrato es el siguiente:



MUESTRAS 1] 2 3| & 5 6
Succinato de Sodio | 0.9 [ 0.9 | 0.9 | 0.9 -
0.1 M '
Buffer Fosfato 1.0/1.0 | 1.0 1.0 1.0
pH 7.4 0.15M
Azul de Metileno 0.5{0.5 | 0.5] 0.5| 0.5 | <
10 mg% =
Sal de TTZ H
(Nitro BT 1 mg/1iml) £
(3
Agua destilada 1.1 1.1} 1.1} 2.0} 2,0 A
Homogenizado 0.510.5 | 05| 0.5] 0.5 <
. o]
Edta (0,01M-0.001M-} 0.9 {0.9 | 0.9| - | 0.9 |
0,00011)
TOM ly.9 i 4.9 4.9! 4.9 L ll'-9

Se adiciona en la prueba del azul de metileno
una capa de aceite mineral.
La lectura se efectfia en fotocolorimetro Klett,

utilizando filtro azul.

2.3. METODOS HISTOQUIMICOS

Técnica de Seligman y Rutenberg.-~

El substrato para la incubacién:

Nitro BT (Dajac) 10 mg
Buffer Fosfato 5 ml
pH 7.6 0.1M

Succinato de Sodio 5 ml
0.1M

Agua destilada 5 ml
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Después de la incubacibén se fija con formol neu
tro bufferado y frio. EL tiempo .para esta fijacién es de
30 minutos.

5i se desea contrastar con verde metilo-pironi
na.

Montaje en glicerina-gelatina.

Modificaciones: El buffer fosfato 0.15 M a un
PH 7.4

El Nitro BT empleado fue de las casas Fluka ¥y
Sigma. Se fij6 en formol 10% buffrado neutro por tiempo
ilimitado en refrigeracidn.

Lplicando la té&cnica histoquimica descrita a'las
zoeas enteras; no se procedié a hacer cortes y se incubd
en el substrato por éspacio de 40 tihutos a 37°C. Péra
facilitar el ingreso del substrato en la regibn del abdd
men y telson, se hizo cortes con ayuda de agujas de las

espinas del telson
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3. LESTADIOS LARVARTIOS DE CRUSTACEOS DECAPODAS

Los estadios larvarios de los CDecapodas han
sido perfectamente estudiados por GURNEY (1942); siendo
este estudio complicado por la gran variedad de nombres
con que fueron denominados estos estadios, que muchas ve
ces se les creia adultos conforme se iban descubriendo.
Habiendo cientos de nombres de generos no validos que han
sido olvidados o descartados,

GURNEY dividié las larvas Decapodas en cuatro
categoriasi Nauplius, Protozoeas; Zoeas y Postlarval,

Naupliusi tiene ojos compuestos rudimentarios,
boca sellada ya que no se puede alimentar, la caparazdn
noeestd desarrolada, no presenta espinas ni procesos en
las antenas.

Protozoea: es el estadio donde aparecen dos ©
tres pares de maxilipedos, la caparazén presente pero no
fusionada a la terga toricica.

Zoea: (L&mina N° 1): es el estadfo donde sobre
salen los apéndices toricicos, la caparazdén cubre el ce-
falotérax. Segun SIEWING posee un corazdén musculoso que
ocupa casi toda la cavidad de cefalotérax, una glidndula
del intestino medio que se continua con el intestino ter
minando en el ano, Poseen branquias primitivas muy rudi-

mentarias en la base de los maxilipedos (GURNEY 1942).



LAMINA N° 1.- Esquemas de la organizacién interna de la
larva zoea (Original Siewing): rt-rostrum, la-antena, 2a-
antena,o-ojo, 1-3 parte de la boca: l-mandibula, 2-maxila,
3-maxilaj pl-p8 extr. toracicas, ppl-pp5 extr. abdomina-
les, te-telson, aa-aorta anteribr, ap~aorta posterior,
gi+glidndula del intestino medio, os-ostium, es-espina,

c-corazbn, i-intestino, cg-cadena ganglionar,



AMINA N°1

Esquema de la organizacion interna

de la Larva Zoea (Original Siewing)
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Postlarval: estadio en que las caracteristicas
del adulto van apareciendo, siendo este también conside-
rado como megalopa.

De acuerdo a la antigua nominacién la larva
Brachyura se forma del huevo como una prezoea que podria
ser ciasifiCada como una protozoea; que no presenta espi
nas toraxicas ni rostrum alargado, que si estan presen-

tes en la zoea segun GURNEY,

3.1 LARVAS DEL ESTADIO ZOEA (DECAPODA BRACHYURA)

Las zoeas extrajidas de La Punta (Latitud S.12°
037~ Longitud W 77°08%), para el estudio histoquimico pre
sentan las caracteristicas de los Brachyura o cangrejos
verdaderos; estos en su gran mayoria constan de cuatro es
pinas (rostral, dorsal y un par laterales), y el telson
. horquillado.

He revisado alrededor de cien e jemplares, y es
asi que las zoeas (Limina N° 2) presentan los siguientes
caracteres:

El caparacho de 0.50 mm de longitud (excluyen-
do las espinas), posee un total de cuatro espinas. la rog
tral esta anterior ventral y tangencialmente al caparacho.
El par lateral cortas con las puntas hacia abajo y por il

timo la dorsal. inas terminan en punta. El

\5 "'\UNTA

——— e



LAMINA N°2

T

1mm.

Vista lateral de la Zoea Brachyura




caparacho contiene unas pocas setas,

Las antenas (Fig. 1) son largas, delgadasy pun
teagudas, poseen varias hileras de pequefias espinulas,en
su extremo proximal las espinas presentan un anlage (x)
de flagelo,

Las antenulas (Fig. 1) pequefias sin segmentar,
posee un penacho de tres o cuatro setas en su extremo dig
tal.

El primer y segundo maxil ipedo desarrollados,
el exopodo con cuatro setas plumosas. El tercer maxil i
pedo rudimentario,

El abdomen (Fig. 2) consta de cinco somites 1i
bres agregados al telson, el segundo somite tiene un par
de procesos espinosos en el margen postero-ventral; el
tercer somite tiene un par de procesos espinosos mis pe-
quefios en el margen postero-ventral, El tercer, cuarto
¥ quinto somite se extienden con un par de espinas peque
flas postero-laterales.

El telson (Fig. 2) en forma de tenedor u hor-
quilla, presentando a cada lado de las espinas largas,una
espina de menor tamafio, en cuyo 4ngulo se encuentra una
pequefia espina y tres espinas interiores con setas peque-

fas. Todas estas espinas son punteagudas.

(x) anlage:esbozo de un futuro 6rgano en forma de flagelo.
Seglin GURNEY (1942) exopodo que caracteriza a larvas
de Familia Xanthidae.



Fig. 1.~ Vista anterior del cefalotorax : a~antena,

rt-rostrum,ant-antenula, anl-esbozo de flagelo (940X)

Fig, 2.- Vista ventral del abdomen y telson (900X)
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L, BREVES DATOS ECOLOGICOS

Los organismos plancténicos presentan modifica
ciones morfolégicas en su desarrollo, contrarrestando de

esta forma serios peligros para poder sobrevivir.

hol.- FLOTACION

Accidbn por la cual el plancton puede llegar has
ta ciertas profundidades, pasadas las cuales estos orga-
nismos perecerian sino tuviesen estas estructuras modifi
cadas, que si bien no paralizan el hundimiento por lo me
nos lo retardan.

Algunas de estas modificaciones tienden a au-
mentar el Area de superficie mediante espinas. Asi en-

tre las diatomeas tenemos Chaetoceros.Ceratium entre los

Diniflagelados, algunos Foramniferos, Copepodos pelagicos

como Calocalanus pavo; algunos huevos de copepodos y pée-

ces estan provistos de numerosas espinas. Entre los Crus
taceos los estadios larvarios de Sergestes y de los Por-
cellanidae como de las zoeas de los Brachyura presentan
proyecciones espinosas.

Otros organismos tienen modificaciones en for-
ma de aguja larga, hundiéndose muy lentamente, si es que

ellos estan horizontales, es el caso de algunos copepodos.
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Otra resistencia al hundimiento seria la estruc
tura exoesquelética muy delgada que tienen la mayoria de
especies planctbnicas como los Crustaceos.

Estas son algunas de las muchas modificaciones

para flotar que presentan los organismos planctdnicos.

4.2, LOCOMOCION

Casi todos los organismos del zooplancton son
capaces de realizar alguna forma de movimientos débiles,
que pueden ser por cilios, flagelos o apéndices especia-
lizados.,.

Los estadios larvarios de los Crustaceos se mo
vilizan ya sea por sus antenas, sus apéndices toracicos,
estos mas los apéndices abdominales conforme los esta-
dios van desarrollindose.

Las zoeas se movilizan de dos formas, KNUDSEN
(1960), la primera direccional avanzando en linea recta,
natacién normal siempre orientada en direccibén a la espi
na dorsal, utilizando las setas plumosas de los maxilli-
pedos como remos; la segunda forma es dando saltos y hun
diéndose, movimiento que demuestra no tener direccidn de
finida, ayudado por el teslon y abdomen para esta nata-

cibén de "brincos®.



- 18 -

L.3. MIGRACIONES VERTICALES

Muchos organismos plancténicos realizan migra-
ciones verticales diurnas o nocturhas, ya que durante el
dia buscando la luz juben a las c¢apas superficiales o
huyen de estas buscando la oscuridad del fondo. Natural-
mente que esto seria un simple caso de fototropismo, pe-
ro no es el tnico estimulo, pueden ser debido a cambios
de: temperatura, interaccibn de fototropismo y geotropis
mo, bisqueda de alimento. Sucede en algunos casos que
los estadios larvarios buscan la luz del dia mientras los
estadfos juveniles y adultos la oscuridad.

MAST (1938) demostré que organismos con 6rga-
nos locomotores y fotoreceptores bilaterales eran fotopo
sitivos,

KNUDSEN (1960) hizo pruebas con zoeas de la Fa
milia Xanthidae y demostrd que la luz atrae a las zoeas;
incluso pudo tomar la velocidad de natacién para un me-
tro siendo un feco de luz el medio para el movimiento en

linea recta de la zoea.

L.4. PROTECCION Y ENEMIGOS

Los organismos del plancton tienen estructurar
modificadas que le sirven de proteccién frente a enemigos;

durante su desarrollo o metamorfosis pueden perderla, vol
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viéndose vulnerables para herbivoros y predatores.

Las espinas que le sirven para flotar a las dia
tomeas pueden servir de proteccibn contra copepodos, ya
que estos prefieren diatomeas no espinosas. Utras larvas
como los poliquetos desarrollan espinas especiales protec
toras. Otros son extremadamente transparentes como 1los
quetognatas.

A pesar de estas y muchas otras modificaciones
especiales las larvas pelagiales de cangrejos y otros a-
nimales como componentes de fitoplancton son fuentes de
alimentacidn debido a su gran pequefiez.

i:0s peces planctivoros y ballenas de barbas,
poseen filtros con los que pueden hacer una seleccibn de
estos organismos como pequefiisimos crustaceos (bonito,a-
renques), y aun estos organismos se devoran entre ellos
u otros mis pequefios, KNUDSEN (1960) comprobé en el labo
ratorio que las zoeas y megalopas se alimentan frecuente
mente de otra zoea, incluso zoeas I fueron vista comien-
do la espina dorsal de otra zoea Vviva.

~

4,5, ALIMENTACION

Iluchos organismos subsisten utilizando 1los di-
solventes de material inorgénico.

El fitoplancton tiene una nutricién holofitica.
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El zooplancton se puede alimentan msdisnte fil
tros, que haciendo corrientes atraen los alimentos que
pueden ser diatomeas, detritus., Otros organismos se ali-
mentan de sedimentos es el caso de muchos rotiferos, La
gran mayoria son predatores o sea que capturan sus presas
vivas utilizando tent4culos o apendices especializados.

LEBOUR (1928), en su medio natural las zoeas
¢ omponen su dieta de diatomeas, otras 2lgss microscdpi-
cas, larvas y pequefios animales adultos.

KNUDSEN (1960), en el laboratorio alimentd a
las zoeas con alimentos mixtos de protozoarios, turbela-
rios, diatomeds y nauplius de Artemia, y otros habitantes
de acuarios.

ROY (1962), alimenté a las zoeas con larvas de

Artemia,

L,6. ECDYSIS Y MORTALIDAD

Ecdysis epoca en que la coraza vieja es elimi-
nada para dar paso a una nueva que se ajusta al nuevo ta
mafio del animal en desarrollo.

Los Brachyura en su gran mayoria poseen cuatro
estadfos larvarios de zoeas presentdndose la acdysis al
termino de cada estadio.

KNUDSEN (1960), observé en el laboratorio los

periodos de muda con una crecida mortalidad, siendo la mu
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da del primer al segundo estadfo zoea, el mas critico; du
rante el acto de muda una gran energfa es consumida en la
tentativa de dejar en libertad a la vieja cubierta.

bl proceso de ecdysis es el mismo para las lar-
vas y adultos (KNUDSEN,(1957). Ia zoea escapa por una
resquebra jadura, en la vieja caparazbn, siendo los ojos
antenas y e§pina rostral los (ltimos en mudar.

Aparte de la mortandad observada por KNUDSEN
(1960) en el laboratorio durante la muda (accién que po-
sibiemente ocurra en su medio normal de vida), esta esta-
ria condicionada a las modificaciones ambientales donde
viven los cangrejos y sus crias, que repercutirian en la

poblacibn de adultos.
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5.- OXIDACIONES BIOLOGICAS, LAS DESHIDROGENESAS

Las oxidaciones biuvlégicas enzimiticas estén
consideradas como un mecanismos, por el cual el oxigeno
molecular traido a la célula, es capaz de oxidar sustane
cias dentro de las células (metabolitos). El oxfgeno mo-
lecular por si mismo es incapaz de tales oxidaciones, tie
nen que intervenir ciertos catalizadores, ciertas enzimss
que catalicen la reaccién.

ks asi que ocurre la Activacibén del Oxigeno, u-
na de las teorias relativas a la oxidacién biolégica esté
envuelta de una activacisn molecular catalizadora en exi
geno activo o atdémico.

Irsta teoria da ésfasis a la importancia de la
actividad del oxigeno, pero descarta la necesidad de ac-
tivar el metabolito,

Fué en 1927, WARBURG postulé tal activacién del
exigeno basindose en su descubrimiento de la enzima res-
piratoria, segfin WARBURG, el cual es responsable princi-
pal de la reaccidn siendo primero oxidado y entonces re-
ducido.

Sobre la activacién del hidrégeno, el avance pro
ducido de debe a los trabajos de WIELAND. Su trabajo tie-~
ne gran rol en el entendimiento de las oxidaciones biolé-
gicas. Seglin WIELAND la presencia de una enzima convenien

te (comunmente llamada deshidrogenasa), ciertos 4tomos de
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hidrégeno en el metabolito son activados ¥y separados. kn
orden que la reaccién puede continuar el hidrégeno libera
do tiene que ser removido continuamente. kn la mayorfa de
los casos el hidrégeno es pasado de uno o mas trasporta-
dores antes &ste sea finalmente oxidado.

Por dltimo tenemos la Activacién del Hidrégeno
y Oxigeno, para que exista una oxidacién biolégica es ne
cesario que ambos, el hidrégeno del metabolito, y el exi
geno sean activados. Lsto es probable en la mayoria de.
los casos. Pero para que esta teoriz tenga una total a-
plicacibn y sea posible se debe considerar a los traspor
tadores esenciales para este sistema, o sea, que antes
que el hidrdgeno pueda ser transferido a oxigeno este de
be ser trasportado por uno o mas sustancias.

Los trasportadores de hidr6geno son sustancias
presentes en la célula pueden aceptar el hidrégeno y tam
bién ser reducidos y oxidados de nuevo,

en la extraccidén del hidrdgeno del metabolito
la enzima verdadera conocida como una deshidrogenasa debe
estar presente.

Las deshidrogenasas son enzimas proteicas de
accién especifica, las cuales funcionan ya sea con la coen
zima I (DPN) o II (TPN). El1 hidrégeno desprendido del me-
tabolito en presencia de la deshidrogenasa se combina con

una de las coenzimas, en este caso no solamente la cnenzi-
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ma también es un trasportador, sino que lo especial de su
presencia es la cooperacién de ésta con la enzima.

¥l proceso enzimitico puede progresar a través
de un nfimero indefinido de etapas, cada una de las cuales
comporta una transferencia de hidrégeno, pero que ademis
permite la liberacién de cierta cantidad de energia.

s importante consignar que las enzimas y coen
zimas que realizan la funcidn de trasportadores de hidrd
genos y electrones en la cadena respiratoria, se encuen-
tra localizadcs en las mitocondrias.

Las deshidrogenasas se pueden dividir en :

-~ Riboflavina deshidrogenasas. Siendo las coen
zimas FMI o FAD.

~ Piridin Nucleotido deshidrogenasas. Contenien
do DPN o TPW como coenzimas.

- Citrocomo C enzimas reductoras. Ejemplos son
la Succinodeshidrogenasa, la que convierte el 4cido suc-

cinico a fumirico.

5.1. LA SUCCINODESHIDROGENAGA.

Enzima ampliamente distribuida en plantas infe
riores, superiores como también en animales; catalizando
y estableciendo el equilibrio entre los 4cidos succinico

y fumérico.



| COOH COOH
l |
} CH, SucdnodeshMrogenusu\r CH
I < ” + 2(H) l
; CH, -2 (H) CH
; | |
g COOH COOH
| Acido Succinico ‘Acido Fumdrico

"La SDH igual que otras enzimas provoca la deshi
drogenacién de sus substratos empleando el sistema Flavi
na sin ningiin otro aceptor de hidrégeno, siendo después
oxidada por el citocromo b, de modo que puede aceptarse

que el citocromo b es parte integrante de la SDH

suceina FAD 2citocrab 2citocrC 2citocr-a %

to H2 oxidado oxidado oxidado
succina _ FAD H, 2citocr. b 2citocr.C 2citocr.a 0" 2H*
to oxid. reducido reducido reducido

‘rificacién no es definitiva, su grupo prostético no se no

La SDH se obtiene al estado soluble, pero su pu

noce con exactitud, sus propiedades proteinicas no son muy
bien conocidas, lo mismo que su mecanismo de accibn.

La SDH es una flavoproteina, pero la flavina 1i
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berada por accién proteolitica no se identifica con las
flavinas conocidas.

El hierro est4i presente en todos los preparados
pero se ignora el papel que desempefia en la enzima. La ac
tividad de la enzima varia con la tasa de hierro en la e-
tapa succinato~fumarato.

La estructura quimica de la enzima no esti atin.
definitivamente determinada. Se sabe que encierra grupos
SH cuya presencia es indispensable para su actividad en-
zimitica, £l 4cido succinico se fija por los carboxilos
a dos grupos amida de un nfitleo peptfdico, y que los hi~
drogenos del ﬁismo dcido succinico estarian ligados al

grupo Thiol.

5.1.1. Situacién de la Succinodeshidrogenasa en el

Ciclo del 4cido citrico.

El proceso de transformacién energética de los
alimentos, incluye el ingreso de éstos al ciclo de los
&cidos tricarboxilicos o ciclo de KREBS o del 4cido citri
co.

. ks aquf donde la accién catalizadora de las en-
zimas deshidrogenasas permite la remocibén de 4tomos de hi
drégeno. Entre estas emzimas se ubica la SDH, la cual es
responsable de la exidacién del 4cido succinico.

La deduccién de este proceso avanzb con los ex-
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perimentos de SZENT-GYORGI con sus trabajos en mdsculo de
paloma, sugirieron, que estos sistemas ehziméticos, dife
rentes tenfan un efecto catalitico sobre la respiracién

aerbbica del tejido muscular.

La importancia del sistema succino-deshidrogena
sa fué subrayada por el hecho de que la adicién de malona
to inhibe el efecto catalftico de cualquiera de estos acg
dos diparboxilicos tetracarbonados. Se supuso que estos
compuestos sufrfan una interconversién de acuerdo con la

secuencia de reacciones enzimiticas,.

inhibido por el Malonato

COOH COOH COOH COOH
| l I |

CHy, __SDH_ H(Ii Fumarasas cI:H2 Mdlico DHy ICH2
<~ < <

CH, CH HEOH £o

| |

COOH COOH COOH COOH

Acido Succn’nico Acido Fumdrico  Acido Mdlico Acido Oxalacetico

Con los trabajos de KREBS se demostrdé que la -
respiracifén del mésculo pectoral de paloma; no aumentaba
solamente por la adicién de los 4cidos tetracarbonados si
no también por otras sustancias tales como el icido citri
co, elxX -cetoglutirico, pirtvico etc.

KREBS en 1937 propuso un ciclo metab8lico en el

que intervenia como intermediario el 4cido citrico. Sien-
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do el efecto catalitico del Acido cftrico del mismo grado
que del 4c¢ido succinido ¥ el de los otros 4cidos dicarbo-
xilircos tetracarbonados.

Los pasajes son los siguientes: el 4cido citri
co es catalizado por la enzima aconitasa, transformindolo
en 4cido cis-aconitico y este en 4cido d-isocitrico, este
dcido es catalizado por la enzima isocitrico deshidroge-
nasa y se convierte en 4cido oxalsuccinico, en este caso
la enzima acta como oxidante y esta misma actuando como
decarboxilasa del 4cido oxalsuccinico lo transforme en
fcidooc~detoglutirico el que por accibn de decarboxilacién
oxidativa produce la suCCinil.coenzima A, a partir de la
cual se forma el 4cido succinico.

| El 4cido succinico es oxidado en un proceso re-
versible por la SDH con formacién de 4cido fumérico, éste
es transformado en 4cido L-milico por la accibn cataliza-
dora de la enzima milico deshidrogenasa que lo convierte
en 4cido oxal-acético.

Por lo que se deduce que las reacciones consis
ten en la descarboxilacién y oxidacién sucesivas,

Una caracteristica metabblica importante del
ciclo del 4cido cftrico es que el equilibrio en la descar
boxilacibén oxidativa del Acidoec- cetoglutdrico esti tan
desplazado en la direccién del 4cido succinico que este
ciclo es esencialmente monodireccional.

KREBS sefialé que varios ciclos metabblicos tie-



7, —A N f,
Acido oxalacéetico + Acetil S.C0oA <—— Acido citrico

Mdlico DH '
+2H | |-2H | +Hy0 | | -H0

Aconitasa

Acido madlico

Acido cis-aconitico
Fumarasa
-2H0| | +H0 - /
\
Acido fumdrico -Hy0 | | +H,0
Aconitasa
\ /
SuccinoDH
+2H -2H Acido isocitrico
\
Acido succinico /
| Isoc¢itrico DH
:‘ +NH | |- NH
| +H20
\ /
Succinil coenzima A Acido axalosuccinico

Isocitrico DH

+C0/ /-co,

Acido « - cetoglutdrico

. 7 . . . . "y
Ciclo del dcido citrico o de los acidos tricarboxilicos
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nen una © mas reacciones irreversibles. Es posible que la
regulacién de la velocidad de tales reacciones irreversi-
bles determine la actividad fisiolégica de algunos ciclos
y sea un factor importante en el mantenimiento de los ni-

veles estacionarios de los metabolitos.

5.2, DETECTORES DE LA OXIDACION BIOLOGICA

5¢2.1. Azul de Metileno

El azul de metileno reacciona como aceptor de
hidrégeno y asi lo usé WIELAND que interpretdé el fendmeno
de las oxidaciones celulares, al demostrar que lo impor-
tante de la oxidacién es el transporte de hidrbgeno desde
la sustancia aceptora, que se reduce,

Como aceptor de hidrégenos se usa el azul de
metileno, colorante que al hidrogenarse se decolora. De
esta manera cumple también la funcién de indicador . del
proceso de oxidacidén. Segfin la velocidad con que se pro
duce la decoloracién puede obtenerse una indicacién cuan
titativa de la actividad deshidrogendsica,

El azul de metileno puede actuariicomo aceptor
definitivo de los hidrogenos provenientes de la oxidacién
de un substrato, reemplazindo asi al oxigeno., El azul de
metileno recibe los hidrogenos desde una flavoproteina

llamada diaforasa, que hace de intermediaria entre el nfi
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cleotido piriadinico y el colorante.

H
|
N
o+ H'+2e
-H*%2e 7
[(CHyIN \ftl (CH (CH
s Y2 k) S NICH,),

|
i

A )
zul de Metileno Leuco Azul de Metileno

(reducide)

5.2.2. Las Sales de Tetfézolium. el Nitro BT

Son un grupo de compuestos conocidos como sa-
les de tetrazolium 6 tetrazoles; tienen una misma estrug
tura bésica, con gran aplicacién en la histoquimica,par
ticularmente en la localizacién del sistems de enzimas o
xidativas.

Las sales de tetrazolium son incoloras, solu-
ble en agua, pero las foruas reducidas se colorean pro-
fundamente en pigmentos insolubles en agua, conocidos co
mo formazanes,

El uso de las sales de tetrazolium varia consi
derando las siguientes caracteristicas:sensibilidad a
la luz, tamafio del cristal de formazan, solubilidad en

grasas y alta reduccién,



Es asi que ldas sales de tetrazolium se usa pa-
ra la demostracidn histoquimica de las enzimas oxidati-
vas, tales como: Succiongdeshidrogenasa, Citocromo oxida
sa, Monoamino oxidasa, otras como DPN y TPN del sistema
diaforasas han sido ya establecidas,

El Nitro Blue de Tetrazolium o Nitro BT, dite-
trazolium que fue introducido por NACHLAS en 1957 y des~
de su aparicibén se ha convertido en una de las sales de
tetrazolium mis usadas. Se han encontrado aplicaciones
en todas las demostraciones histoquimicas de los siste-
mas de enzimas oxidativas (NACHLAS en 1958).

Usando este compuesto muchos investigadores han
descrito la localizacidn en las mitocondrias de estos sig
temas enzimiticos,

El tetrazolium es ripidamente reducido y forma
un precipitado puro y fino de color azul que es el formg
zan; el cual es insoluble en grasas y se muestra no sen-
sible a la luz.

Los cristales de diformazan en masas toma las
formas de gotas lipidas probablemente como resultado del
movimiento del formazan en interfases lirido-acuoso.

Una caracteristicas de los diformazanes no en-
contrados en formazanes de otras sales de tetrazolium u-
tilizadas, es su alto grado de sustantividad, permitien-

do la deshidratacidén y el montaje de secciones de tejido
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en medios no acuosocs.
El monofarmazan da un color violeta oscuro, es

altamente soluble en grasas.

fun—

5.3. EL ACIDO TETRACETICO ETILEN DIAMINA (EDTA)

Por los trabajos de KARNOVSKY y HIMMELHECH, se
indica que el Edta ejerce cierta accibén en el comporta-
miento de la enzima deshidrogenasa en la reaccién histo-
quinmica; y aplicdndola en la bioquiﬁzica, se le atribuye
un mecanismo consistente en una quelacién del derivado e
tilen diamina con metales pesados existentes en el tejido,
que: ocasionarian cierto grado de inhibicién de la enzima.
De tal modo que el %Edta bloqueando las trazas de metales
pesados favorecerfa para que la reaccibn se presente en

mayor grado, |



CHZ— COOH
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6.- RESULTADOS DE LA INVESTIGACION BIOQUIMICA
DE LA SUCCINODESHIDROGENASA

La aplicacién del método bioquimico sobre el
homogenizado de zoeas dioc buen resultado, aunque con al-
guna dificultad debido a la pequefia cantidad de mterial
bioldgico disponible.

En el caso de la investigacién de la actividad
enzimitica con el Azul de letileno. Se utilizé el Azul
de Metilepo 10 mg% en agua destilada, prusbas que la leg
tura del fotocolorimetro nos indico que no se habia pro-
ducido la reduccibn del Azul de lMetileno., Las pruebas si
guientes se realizaron con Azul de metileno 10 g en
HC1l 0.2 N dando igual resultado.

Se investigd con sales de tetrazolium (Cuadro
N° 1), en esta oportunidad con el Nitro BT mg/ml como a~-
ceptor de electfones manifestada en la lectura del foto~
colorimetro, aunque cabe repetir una vez mas que el matg
rial con que se realizaron las pruebas fue pobre y en

cantidad no corstante.
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CUADRO N° 1

(Grafico 1)

 MUESTRA DENSIDAD OPTICA
1 165
2 158
3 163
4 113
5 - 113

! Las muestras 4 y 5 constituyen muestras de re-

ferencias (blanco)
Utilizando el mismo reactivo Nitro BT {Cuadro

N° 2 y N° 3) se continuo con la invéstigaéiéﬁ\de la ac-
cién del 4cido tetracético etilen diamina (Edta) sobre 1la
actividad enzimitica de la Succiné&eshidrogenasa. Las
concentraciones del Edta fueron 0,01M, 0.,001M, O.O0001M
en las que dio mayor lectura de unidades Klett que en la

reaccién normal sin Edta,
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CUADRO N° 2
(Grifico 2)

MUESTRA | DENSIDAD OPTICA
1 26
2 29
3 29
L —~—
5 11
CUADRO N° 3

(Grifico 3)

WUESTRA | DENSIDAD OPTICA
1 27
2 38
3 43
L _—
5 9

Las lecturas de la muestra 4 en los cuadros 2

¥ 3 es la muestra de referencia ya substraida.



GRAFICO 1

200

“(unid. klett)

DENSIDAD OPTICA

Efecto de laconcentracion del

"Succinato sobre la actividad
de la SDH en Plancton(ZOEAS)

27

27 27 0

CONCENTRACION DE SUSTRATO
(succinato de sodio mgr/ ml.)



GRAFICO 2

DENSIDAD OPTICA

(unid. klett)

Accion del EDTA sobre la
actividad de la SDH en
100 Plancton ( ZOEAS)

50

0

Edta(mgr/ ml) 29 0.29 0.029 0

CONCENTRACIONES



Accion del EDTA sobre la
actividad de la SDH en

GRAFICO 3 Plancton (ZOEAS)
100
80
<
=4
'E —- 60
o
o x
<3
& é 40
&
(]
20
0 .
Edta (mgr/mi) 2.9 0.29 0.029 0

CONCENTRACIONES
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7.~ RESULTADOS DE LA INVESTIGACION HISTIQUIMICA
DE LA SUCCINODESHIDROGENASA

Aplicando la técnica histoquimica de SELIGMAN y
RUTENBERG para la reaccién de 1la Succinodeshidrogenasa,
se aprecid una marcada reaccién en el cefalotorax, re-
gibén donde se encuentran los principales 6rganos como:

Coraéﬁn; érgano musculoso muy desarrollado que
ocupa casi todo el carapacho, posee una gran actividad en
zimitica (+++). Fig. 3

Gladndula del intestino medio de fuerte reaccion co
mo (+++), Fig. 3.

las branquias primitivas.siﬁuadas en la base
de las extremidades toraxicas dio una reaccién fuertemen
te positiva, debido a una gran actividad enzimitica como

(+++)c Figo 5.

Los misculos del cefalotorax, como les bases
del rostrum y de los apéndices tordcicos han dado una
reaccidén que seria como (++) (+) respectivamente, Fig.5.

Los ojos compuestos dieron reacciédn negativa
(-).Fig. 3.

El abdomen presentd una débil reaccibn, sien

do el telson negativo. Fig, 4.
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Distribucién de la Actividad de la SDH en zoeas

Organo Actividad

| Corazén +4++
Gléndula del Intes-
tino medio, <t
Branquias primitivas +4++
{bdomen (somites) +
Ojos compuestos -

Telson -

Nota: La actividad de la Succinodeshidrogenasa fue apre-
ciada en cruces de acuerdo al siguiente esquema que
‘corresponde a la cantidad aproximada de forﬁazén
que se produce,

actividad negativa

actividad débil

+

+++ ¢ intensa actividad



Fig. 3.- Vista anterior del cefsiotorax (950X)

Pig. 4,- Vista de los Gltimos somites del abdomen . y
Telson (750X%)

Fig. 5.~ Vista de la base de maxilipedos con las bran~
quias primitivas (1200X)

®
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8. RESUMEN Y CONCLUSIONES

La presencia de la actividad de la Succinodeshidroge
nasa en 6rganos de larvas del estadio zoea (Decapoda,
Brachyura), ha sido investigada.

Se aplicaron métodos bioquimicos e histoquimicos, uti
lizando como aceptores de hidrdgeno al azul de metile
no y sales de tetrazolium.

El 4cido tetracético etilen diamina fue usado como
captador de metales pesados, dejando libre mayor can
tidad de enzima,

La sal de tetrazolium en este caso el nitro BT,resul
t6 muy superior en cuarto sensibi‘lidad compatrada con
el azul de metileno,

La utilizacién del 4cido tetracético etileh diamina
aumentd la.actividad de la Succinodeshidrogenasa com
parada con muestra control.

Se encontrd marcada actividad en el corazén, glindu-
la del intestino medio, branquias primitivas
Recomendamos la utilizacién de las sales de tetrazo-
lium para ambos métodos de estudio bioquimico e his-

toquimico,
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