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RESUMEN

Se realiz6 un disefio experimental para determinar el efecto de
una solucién del arilo del fruto de Blighia sapida (Merey del
Diablo), sobre la concentracion total de glucégeno en mejillo-
nes Geukensia demissa del Lago de Maracaibo, estado Zulia,
Venezuela. Se utilizaron seis tratamientos: cinco experimenta-
les y uno control. Los experimentales consistieron en exponer
a grupos de cuatro mejillones a dosis de 1000, 1500, 2000,
2500 y 3000 mg/L de la solucién durante 24 horas; a diferencia
del control, gue no incluyé dicha solucién. De cada tratamiento
se realizaron cuatro repeticiones. La concentracién de gluco-
geno se determind por la prueba cuantitativa de antrona, reali-
zando las lecturas en un espectrofotémetro de luz visible a 620
nm. El andlisis de varianza indicé que la solucién del arilo del
fruto de B. sapida en dosis de 1500 mg/L afecta de manera
significativa (P < 0,0007) la concentracién de glucdgeno en los
mejillones, aumentandola.

Palabras clave: Blighia sapida, arilo, Geukensia demissa, me-
jillén, glucdgeno.

ABSTRACT

A study was made to determine the effect of a Blighia sapida
fruit arillus solution, upon total glycogen concentration of Geu-
kensia demissa mussels from Maracaibo Lake, Zulia state,
Venezuela. It was used six treatments: five experimental and
one control. Experimental treatments consisted in submitting
groups of four mussels to doses of 1000, 1500, 2000, 2500
and 3000 mg/L respectively, for 24 hours. Control treatment
did not include B. sapida fruit arillus solution. Each treatment
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was repeated four times. Glycogen concentration was deter-
mined by anthrone quantitative test, reading the samples with
a visible light spectrophotometer at 620 nm. Variance analysis
showed that B. sapida fruit arillus solution at 1500 mg/L signifi-
cativily affects mussel glycogen concentration (P < 0.0007), in-
creasing it.

Key words: Blighia sapida, arillus, Geukensia demissa,
mussel, glycogen.

INTRODUCCION

Blighia sapida Kaning es un arbol de la Familia Sapinda-
ceae cuyo nombre comin es “Ackee” o “Merey del Diablo”,
FIG. 1. Este arbol tropical puede llegar a medir mas de 10 me-
tros de altura, presenta hojas con 4 pares de foliolos elipticos,
sus flores arométicas son de color blanco-verdoso y su fruto
es una cépsula triangular de color rojo, cuyas semillas negras
estan rodeadas de una masa blanca carnosa o arilo, que es
comestible, FIGS. 2 y 3. [11, 12]. Se ha comprobado que la in-
gestién de este fruto produce un cuadro de intoxicacion ali-
mentaria caracterizado principalmente por una marcada hipo-
glicemia [8, 11, 25].

Otros signos. clinicos de intoxicacion relacionados con
este fruto, tales como vémito severo, coma, debilidad y postra-
cion, han sido observados en el hombre y experimentalmente
en monos, cobayos, ratas y ratones [20]. Estudios in vifro, han
revelado un efecto broncoconstrictor del extracto de este fruto
sobre el aparato traqueobronquial de ratas wistar [20]; asimis-
mo, en México, se han reporiado casos de intoxicacién alimen-
taria en rumiantes por ingestion del mismo [12]. Todos estos
efectos se atribuyen a un aminodcido no proteico aislado del
extracto acuoso del fruto de B. sapida denominado 3-metilenci-
clopropilalanina [9, 14], llamado comutnmente hipoglicina [5].
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E! mecanismo de accion de la hipoglicina consiste en la nuyendo en forma drastica la actividad del enzima acyl-Co2
interrupcion de la oxidacion de los acidos grasos, trayendo deshidrogenasa en las mitocondrias [16, 26], y bloquea Iz
como consecuencia que las reservas de glucdgeno del orga- transformacion de los acidos grasos en Acetil-CoA para ser in-
nismo sean metabolizadas para obtener energia con agota- corporado al ciclo de Krebs [21].

miento de los carbohidratos, produciéndose una hipoglicemia
funcional [8, 19]. Estudios realizados con extractos enzimati-
cos purificados preparados con higado de conejo, determina-
ron gue la hipoglicina es metabolizada a nivel hepatico como
metilenciclopropilacetil-CoA. Este metabolito activo es el com-
puesto que impide la f-oxidacién de los acidos grasos, dismi-

Los mejillones (Mytilidae) son moluscos bivalvos que vi-
ven fijos a pilotes de muelles, rocas o lechos de ostras en
grandes cantidades [3]. En estos animales, los misculos, el
hepatopancreas y la glandula digestiva contienen abundantes
gllcidos, de los cuales el glucogeno es el homopolisacarido
que se encuentra en mayor proporcion [4]. El rol que juega e
glucdgeno de la glandula digestiva de estos animales es com-
parable con el del higado y musculos en los mamiferos [2]. Por
lo anteriormente expuesto, los objetivos de esta investigacion
fueron: en primer lugar, determinar como afecta la solucién del
arilo del fruto de la B. sapida a la concentracién total de glucé-
geno en el mejillén Geukensia demissa y en segundo lugar,
emplear con fines experimentales, una prueba biologica que

FIGURA 2: FRUTOS DE Blighia sapida CERRADOS Y

S e S s ABIERTOS MOSTRANDOC LAS SEMILLAS CON SUS
FIGURA 1: ARBOL DE Blighia sapida. ARILOS.
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FIGURA 3: SEMILLAS DE Blighia sapida CON SUS RESPECTIVOS ARILOS.
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FIGURA 4: MEJILLONES Geukensia demissa EN EL SITIO
DE LA COLECTA.

permita detectar el efecto de cualquier sustancia sobre el glu-
cogeno de los mejillones, que es una especie acuatica abun-
dante en el estado Zulia.

MATERIALES Y METODOS

Para realizar el experimento se utilizé un disefio comple-
tamente al azar, para lo cual se recolectaron un total de 246
mejillones de la especie G. demissa, extraidos del lago de Ma-
racaibo. Ciento cincuenta (150) de ellos se usaron para la de-
terminacién de la mortalidad, noventa y seis (96) para la prue-
ba bioldgica, FIG. 4. Cada unidad experimental se constituyd
de 4 mejillones, que fueron sometidos a un mismo tratamiento
e iguales condiciones ambientales y se ubicaron en una mis-
ma pecera, de medio ambiente uniforme.

Colecta y mantenimiento de los mejillones

La colecta se realizd en las costas del Lago de Maracai-
bo, en una playa del municipio Mara ubicada en el caserio “La
Rosita” (71° 43" Latitud Norte, 10° 47" Longitud Oeste), situado
a 35 Kilémetros al norte de la ciudad de Maracaibo, Edo. Zulia.
En total,, se realizaron cinco colectas, de las cuales cuatro fue-
ron utilizadas para realizar pruebas de mortalidad y la dltima,
para la prueba bioldgica. En cada ocasion, se midié la salini-
dad del agua del medio con un salinémetro éptico, para prepa-
rar el agua de las peceras que contendrian los mejillones, dilu-
yendo una sal comercial para acuarios (/nstant Ocean) en
agua destilada. Los mejillones se mantuvieron por espacio de
48 horas en peceras de vidrio redondas con capacidad de 1,5
litros, de 15 centimetros de diametro por 12 centimetros de
alto. Las primeras 24 horas se emplearon para la adaptacion
de los individuos al medio y las 24 restantes, para la aplicacién
de los tratamientos [17].

Preparacion de la solucion del arilo del fruto
de B. sapida

Se pesaron 812 gramos de arilo del fruto de B. sapida
en una balanza analitica (Scaltec SBA 33). Posteriormente, di-
cho material vegetal se triturd a alta velocidad por 10 minutos
en una licuadora con 4,06 litros de etanol al 80% en una pro-
porcion de 1 parte de material vegetal en 5 partes de etanol
[15]. El producto obtenido se dejo reposar durante un periodo
de 24 horas a una temperatura de 25°C y se evapord hasta
sequedad con un evaporador rotativo (Buchler Instruments,
USA). La temperatura de evaporacién se mantuvo en 50°C + 2
y la presién de vacio se establecié en 58 cmHg con ayuda de
un equipo extractor de contenido gastrico (Medi-Pump, USA).
Luego, se pesaron los 17,5 gramos de extracto obtenidos y se
disolvieron en un litro de agua destilada hasta obtener una so-
lucion concentrada de 17500 mg/L [16].

Determinacion de mortalidad en los mejillones

Con la finalidad de medir la capacidad de sobrevivencia
de los mejillones a la solucién de B. sapida y posterior hallaz-
go de las dosis experimentales éptimas de la misma en las pe-
ceras, se realizaron 5 pruebas de determinacion de la mortali-
dad en mejillones. Cada una de las pruebas consistié en sepa-
rar 35 mejillones en 7 grupos de 5 unidades cada uno y expo-
nerlos a diferentes dosis de la solucién de B. sapida (2000,
1000, 500, 100, 50 y 10 mg/L) durante 24 horas y observar si
ocurria la muerte, que se confirmaba si las valvas del mejillon
estaban abiertas y su materia corporal se encontraba en esta-
do de descomposicion.

Prueba biologica

Se utilizaron seis tratamientos, cinco experimentales y
uno control, con cuatro repeticiones para cada uno. Todas las
repeticiones se realizaron el mismo dia, en el mismo espacio
de tiempo y en el mismo lugar, debido a que las condiciones
del disefio experimental asi lo requerian. Los tratamientos ex-
perimentales consistieron en adicionar a las peceras la solu-
cién de B. sapida en cantidades exactas para obtener dosis de
1000, 1500, 2000, 2500 y 3000 mg/L. Estas dosis fueron esta-
blecidas en un pre-ensayo realizado bajo las mismas condicio-
nes del actual. El tratamiento control consistié en mantener a
los mejillones bajo las mismas condiciones, pero sin adicionar
la mencionada solucion.

Determinacion cuantitativa de glucégeno

Para realizar la extraccién del glucégeno se utilizo la téc-
nica descrita por Alemany y Font [1]. Dicha extraccion se reali-
z6 24 veces. El glucégeno obtenido se diluyé en un volumen
inicial de 100 mL vy, posteriormente, se realizaron las dilucio-
nes necesarias para que la lectura de absorbancia entrara en
el rango establecido. La concentracién de glucdégeno en la
muestra fue calculada mediante la prueba cuantitativa de an-
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trona. Se tomaron 24 tubos de ensayo y se les agregé 2,5 mL
de reactivo antrona (Sigma) a cada uno, introduciéndolos en
un bafio de agua fria a una temperatura de 10 a 15°C. A cada
tubo se le afadieron 1,25 mL de muestra y al blanco 1,25 mL
de agua destilada, deslizandolos cuidadosamente por las pa-
redes de estos. Todos los tubos se agitaron dentro del bafno
de agua fria hasta que se observaron las dos fases bien mez-
cladas. Se sacaron del bafo, se colocaron en la gradilla hasta
alcanzar temperatura ambiente y se trasladaron a un bafio de
agua con temperatura controlada a 90°C por 16 minutos. Al
sacarlos, se llevaron de nuevo al bafio de agua fria hasta tem-
peratura ambiente e inmediatamente se ley6 la absorbancia de
cada una de las muestras, previamente diluidas, en un espec-
trofotémetro (Shimadzu UV-1201) a 620 nm [24].

Calculo de la concentracion de glucégeno

Para la construccién de la curva patron se prepararon 5
soluciones a partir de un estandar comercial de glucogeno de
meiillén (Sigma), cuyas concentraciones fueron 0,6 pg/mL; 1,2
pg/mL; 1,5 pg/mL y 1,8 pg/mL y se leyé su absorbancia (ABS),
empleando la prueba de la antrona [13]. De esta manera se
establecié el rango permitido para la lectura de las muestras,
entre 0,220 y 0,415 aproximadamente. Basandose en esto, las
muestras fueron diluidas tantas veces como fuese necesario
para que entraran en el rango de lectura y luego de obtenida la
concentracién de glucdgeno, ésta se multiplicé por el factor de
dilucién con el fin de estandarizar el procedimiento. La concen-
tracién de glucdgeno en las muestras de tejido de mejillén se
calculé mediante la siguiente ecuacién:

ABS de la Muestra

— - X [ ]G/ncr)’geno de los Patrones
X ABS de los Patrones

[ ]G.’u('égenu =

El resultado se ajusté a un gramo de muestra y se ex-
presé en miligramos de glucégeno por gramo de muestra de
tejido de mejillon.

Andlisis estadistico

Los resultados del ensayo se analizaron utilizando el pa-
guete estadistico computarizado S.A.S. (Statistical Analysis
System) [23], realizando una comparacién entre las medias de

tratamientos utilizando las pruebas de Dunnett y Tukey. La sig-
nificacién del modelo estimado se determiné mediante un ana-
lisis de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacion de mortalidad, realizada previo a la
cuantificacién del glucégeno total en los mejillones G. demis-
sa, demostré que la exposicién de los mejillones a la solucion
de B. sapida en dosis entre 10 y 7500 mg/L, no ocasiona la
muerte de los mismos. En la TABLA | se observa la concentra-
cién de glucégeno total en los mejillones del tratamiento N° 3
(1500 mg/L), en el cual se observé un aumento significativo
(P < 0,0007) en la concentracién del polisacarido, mientras
que los tratamientos restantes no produjeron modificaciones,
FIG. 5. Este mismo resultado se observé en las cuatro repeti-
ciones. La prueba de Tukey determiné que la Gnica media es-
tadisticamente diferente a todas las demas, fue la del trata-
miento N2 3, ya que el resto de las medias se comportaron
igual entre si.

Las dosis de 1000, 2000, 2500 y 3000 mg/L de la solu-
cién de B. sapida, produjeron poca variacion en la concentra-
cién total de glucdgeno, en relacién con el control. En la TA-
BLA Il se presentan las medidas descriptivas del efecto de las
diferentes dosis de la solucién sobre la concentracién de glu-
cégeno en los mejillones. Estadisticamente, los efectos de las
dosis resefiadas no difieren entre si, por lo que se deduce que
en estos casos, no hubo efecto significativo sobre la concen-
tracién de glucégeno presente en el mejilién.

Caso contrario ocurrié con la dosis de 1500 mg/L, donde
la concentracion de glucdgeno se elevé muy por encima de la
del grupo control y demas grupos del experimento. Esto pudo
deberse a que a dicha dosis, uno o varios componentes pre-
sentes en la solucién de B. sapida, actuaron como inhibidores
enzimaticos alterando el proceso de regulacién metabdlica, ya
que al estar bloqueada la via de la f-oxidacién de &cidos gra-
sos, los triacilgliceroles del mejillén pudieron transformarse,
mediante varios pasos enzimaticos, nuevamente en glucégeno
[21]. Aunque no se evidencié una diferencia significativa en la
concentracién de glucdgeno a la dosis de 2000 mg/L, ésta fue

TABLA |
PROMEDIO DEL PESO DE LAS MUESTRAS Y CONCENTRACION DE GLUCOGENO POR GRAMO DE MUESTRA PARA
CADA TRATAMIENTO

Promedio del peso
de las muestras (g)

Promedio de la concentracion de
glucdgeno (mg) por 1 g de muestra

N2 Dosis de la solucion de
de Tratamiento B. sapida en mg/L

1 -

2 1000

3 1500

4 2000

5 2500

6 3000

9,2 190,7
9,2 2421
8,7 516,8
8,5 2617
9.9 170,6
10,2 1949
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FIGURA 5: EFECTO DE LA DOSIS DE LA SOLUCION DE Blighia sapida SOBRE LA CONCENTRACION
DE GLUCOGENO EN mg/g.

TABLA Il
MEDIDAS DESCRIPTIVAS DEL EFECTO DE LA SOLU{.‘.ION DE B. sapida A DIFERENTES DOSIS SOBRE LA
CONCENTRACION DE GLUCOGENO EN LOS MEJILLONES

Ne de Dosis de la solucién de B. X de la concentracion de glucégeno Desviacién Coeficiente de Valor Valor
_Tratamiento sapida en mg/L (mg) por 1 g de muestra Estandar Variacién Minimo Maximo
1 4 190,75 78,16 40,97 112,83 275,97
2 1000 mg/L 242,18 23,96 9,89 216,85 273,63
3 1500 mg/L 516,85 115,75 22,39 513,92 603,79
4 2000 mg/L 261,70 157,60 60,22 186,07 495,53
5 2500 mg/L 170,65 16,44 9,63 153,85 193,33
6 3000 mg/L 194,90 97,46 50 142,76 341,05

mayor que la del grupo control, lo que indica que el proceso de
regulacién metabdlica también fue afectado pero con menor
intensidad.

Es posible que la sintesis de glucégeno también se haya
visto afectada por un control hormonal. En los mamiferos, la
insulina, hormona proteinica responsable del metabolismo de
la glucosa, estimula la sintesis de glucégeno al promover la
desfosforilacién y activacién de la enzima glucégeno sintetasa,
la cual participa activamente en la sintesis de glucégeno en to-
das las especies animales [21] y posee gran actividad en el
metabolismo del mismo, en los mejillones [2, 7]. En mejillones
de la especie Mytilus edulis, se han identificado péptidos en-
vueltos en el control del crecimiento, similares en cuanto a es-
tructura quimica y funcién, a la hormona insulina de los mami-
feros [10, 18]. En un estudio en el que se determind la partici-
pacién de una sustancia similar a la insulina, denominada “in-
sulin-like substance”, en la regulacién del metabolismo en me-
jillones, se observo que en estas especies dicha sustancia po-
see el mismo efecto que la insulina en los mamiferos [22], por
lo que se sugiere la intervencion de la misma en un aumento
indirecto de la concentracién de glucégeno en los mejillones
de este experimento mediante la estimulacién de la enzima
glucégeno sintetasa, de lo cual se puede inferir que dicha par-

ticipacion pudo haber sido estimulada por la solucién de B. sa-
pida en dosis entre 1500 y 2000 mg/L. Sobre la base de las
observaciones anteriores, se sefala la posibilidad de que la
concentracion total de glucosa en los mejillones, descendiera
a medida que aumentaba la concentracion de glucdgeno, debi-
do a que la sintesis de glucégeno implica la unién de varias
moléculas de «-D-Glucosa por medio de enlaces tipo « (1-4)
para formar Glucégeno [6].

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La solucion de B. sapida en dosis de 1500 mg/L, produ-
ce un aumento altamente significativo de la concentracion iotal
de glucégeno en los mejillones G. demissa. No se observaron
variaciones significativas en la concentracion de glucdgeno al
utilizar dosis de 1000, 2000, 2500 y 3000 mg/L. Sin embargo,
se recomienda realizar estudios posteriores para determinar la
variacion de la concentracion de glucdgeno en mejillones ex-
puestos a dosis entre 1000 y 2000 mg/L, con una separacion
de 100 mg/L entre una y otra. Asi mismo, se recomienda reali-
zar investigaciones que conlleven a la determinacién de la
concentracién de glucosa en mejillones G. demissa con los
tratamientos empleados en el presente trabajo, para poder ve-
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rificar si la concentracién de glucosa disminuye al ser utilizada
para la biosintesis de glucégeno. También seria conveniente
realizar estudios in vitro de la actividad de la enzima glucége-
no sintetasa en los mejillones, utilizando como sustrato gluco-
sa 6 fosfato.
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