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ResuMEN: Los resultados preliminares de 548 determinaciones quimicas en el plasma de
A. tuberculosa, muestran que contiene algunos componentes similares al plasma de otros
moluscos, como albimina, glucosa, colesterol, creatinina, fosfatasas acida y alcalina; ami-
lasa, deshidrogenasa lactica, creatinina fosfoquinasa y transaminasa glutdmico oxalacética.

Se determinaron valores de proteinas totales, de Na, K, Cl y Ca; pH, pCO,, pO,, sO.,
exceso base (E. B.), HCO, y tCO, Se intenté la separacién electroforética de componen-
tes del plasma. Se proporcionan los valores de referencia de los componentes y variables
investigados.

INnTRODUCCION

La hemolinfa es un liquido que tiene funciones respiratorias, de defensa y nu-
tricién, ademéas de proporcionar rigidez temporal a ciertas partes del cuerpo, como
es el caso del pie de los moluscos. No se coagu[a in vitro y por lo tanto los
elementos celulares o hemocitos estan suspendidos en lo que se denomina p]as~

ma (Flores, 1971; Malek y Cheng, 1974).

* Trabajo perteneciente al proyecto “Estudio sobre diversos aspectos de la morfologia mi-
croscépica de Anadara (Anadara) tuberculosa. Sowerby 1833" patrocinado por la Di-
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Por los trabajos que existen respecto al plasma en los moluscos, se sabe que
contiene aminoacidos libres (Cheng. 1963; Gilbertson y col., 1967), pigmentos
respiratorios como la hemocianina (Woods y col., 1958) o la hemoglobina
(Cheng, 1975; Manwell, 1958; Read, 1962). Hay aziicares que aparecen prin-
cipalmente bhajo la forma de glucosa (Holtz y Brand, 1940; Cheng y Lee, 1971).
Se cita también la presencia de enzimas diversas, como aminopeptidasa (Yoshino
v Cheng, 1977; Cheng y col.. 1978), lisosima (Rodrick y Cheng, 1974b; Cheng y
col., 1973): aspartato-amino-transferasa (Manhoer y Swami, 1972), fosfatasa
alcalina (Michelson y Dubois, 1973; Rodrick y Cheng. 1974a); fosfatasa acida,
B-Glucuronidasa, amilasa, lipasa, GPT y GOT (Rodrick y Cheng, 1974a:
Cheng y Yoshino, 1976a-b; Cheng 1976).

También se hace referencia a substancias asociadas a mecanismos de defensa
inespecifica, tal es el caso de aglutininas y opsoninas (Anderson y Good, 1976:
Stein y Busch. 1969; Stanislawski y col.. 1976; Schmid, 1975; Pauley, Granger
v Krassner 1971; Ghidalia y col.. 1975; Pauley. Krassner y Chapman 1971;
Marchalonis y Edelman, 1968).

Respecto a otras propiedades y valores, se informa sobre presiones de oxigeno,
CO. y valores de pH: aunque las referencias son minimas (I.ee y Cheng, 1972:
Holtz, op cit.).

La mayoria de los trabajos respecto a los componentes del plasma de molus-
cos y de otros invertebrados, obedecen a la necesidad de explicar su presencia
o fluctuacion ante la agresion de agentes extrafios o variaciones ambientales
(Maramorosch y Shope, 1975). Sin embargo, en realidad no hay estudios que
planteen claramente los valores que deben tomarse como referencia en cada
uno de los ejemplares estudiados.

En el caso especifico de A. tuberculosa no existe ningin dato al respecto,
por lo que el presente trabajo pretende identificar algunos componentes y pro-
piedades del plasma vy, finalmente, establecer valores de referencia que sirvan
de base a futuros estudios.

MATERIAL Y METODOS

Previa identificacién por los autores. se trabajaron 347 ejemplares que prove-
nian de Mazatlan, Sin., Salina Cruz, Oax.. v Yucatan. Los animales se adqui-
rieron en diferentes meses a lo largo de un afo. por lo que variaron en peso
(30-90 g) y tamaiio (de 6.0 — 7.5 cm X 4.5 — 5.0 cm).

De cada animal se obtuvo de 0.5 a 1.0 ml de hemolinfa mediante puncién
cardiaca. Las muestras se centrifugaron a 1500-2000 r.p.m. durante 10 minu-
tos. y con el sobrenadante (plasma) se hicieron las siguientes pruebas:

Proteinas totales (método de Fenol de Folin Ciocalteau modificado por Sig-
ma. 1977), determinacién electroforética de proteinas (técnica de los Lab. He-
lena, modificada por el ISSSTE. 1978). albamina (técnica de Verde Bromo-
cresol, modificada por el ISSSTE. 1978). colesterol (técnica de Pearson, Stern
v Mec. Gavack, modificada por el ISSSTE. 1978). glucosa (método GOD glu-
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cosa-oxidasa, modificada por Lakeside, 1977 y técnica de la O-Toluidina, modi-
ficada por el ISSSTE, 1977), urea (técnica de Berthelot, modificada por SSA.
1978), creatinina sin desproteinizacién (técnica modificada por el ISSSTE,
1977), acido urico (técnica modificada por la SSA, 1978) y bilirrubina total
(técnica modificada por Merck, 1978).

Se realizaron técnicas para determinar las siguientes enzimas: creatina fosfo-
quinasa (C.K., prueba uv segtin Merck, 1978), deshidrogenasa lactica (L. D.H.,
prueba uv segin Merck, 1978); transaminasa glutamico-oxalacética (T.G. O.,
prueba uv segan Merck, 1978); fosfatasas acida y alcalina (técnica modificada
por Merck, 1978) y amilasa (técnica de Smith y Roe, modificada por Dade,
1978).

Finalmente, se hicieron determinaciones de sodio y potasio por flamometria;
cloro (técnica de Schales y Scha]es): calcio (técnica colorimétrica Ca-Color
de Weiner, 1977) y con el analizador de gases sanguineos 717 IL, se determi-
naron el exceso base (E. B.), pH, pCOz. pOg. sO., HCO, y CO: total (tCOz).

Como control para las diferentes pruebas se usé plasma humano.

REsuLTADOS

La cantidad de plasma obtenida de cada ejemplar fue muy variable y no su-
ficiente como para realizar, en uno solo, todas las determinaciones. Los resul-
tados de las diferentes muestras se resumen a continuacién.

Cuapro 1. Proteinas totales y albamina (g %)

Prueba No. de Valor Valor _
muestras minimo maximo X D.S.
Proteinas
totales 26 0.6 3.6 1.3 + 0.5
Albimina 17 0.2 0.6 0.26 * 0.1

DETERMINACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS

Las muestras testigo de plasma humano se separaron en varias bandas; las
muestras correspondientes al plasma de A. tuberculosa. mostraron solamente una
o dos bandas.

Al graficar las membranas en el densitémetro. encontramos que las bandas
de A. tuberculosa corresponden a las fracciones de albumina y globulina del plas-
ma humano; pero sus valores. sobre todo el de las globulinas. son comparativa-
mente mas bajos (Cuadro 2). No se determiné a qué fracciéon de las globulinas
corresponden los picos del p]asma de A. tuberculosa.
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Cuabpro 2. Valores de albimina y globulina

Fracciones %

Fracciones g %

Muestra
Albiminas Globulinas Albiminas Globulinas
1 73.84 26.15 0.81 0.28
2 74.31 25.68 0.59 0.20
3 64.00 36.00 0.70 0.39
4 79.84 20.51 0.63 0.16
5 93.39 6.60 0.84 0.05
6 95.50 4.49 0.66 0.03
Valor minimo 64.00 4.49 0.59 0.03
Valor maximo 95.56 36.00 0.84 0.39 a
X 80.14 19.90 0.70 0.18
D. S. -'.:TZ.Z + 122 * 0.07 + 0.12
Valor de — _
referencia
humano - — 33a50 02al3
Cuapro 3. Valores de colesterol (mg %)
Prueba —ﬁo. de Valor Valor -—_
muestras minimo maximo X D.S
Colestercl] IO 98.0 —3;7—0— ) --—1-7.0 + 28_.4"
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Cuapro 4. Valores de glucosa (mg %)

Prueba No. de Valor Valor -

muestras minimo maximo X D.S.
Glucosa.
Método G.O.D. 44 2.0 21.8 7.7 + 43
Glucosa.
Método de la
o-toluidina 30 5.0 220 10.8 + 6.1

Cuabro 5. Valores de urea, creatinina, acido trico, bilirrubina total (mg %)

Prueba No. de Valor Valor _
muestras minimo maximo X
Urea 16 0.0 0.0 0.0
Creatinina * 16 0.2 0.6 0.3

" Acido urico 16 0.0 0.0 0.0
Bilirrubina total 16 0.0 0.0 0.0

* De las 16 determinaciones efectuadas, solamente 9 dieron valores positivos.

Cuabro 6. Valores enzimaticos (U/I)

Enzima No. de Valor Valor -
muestras minimo maximo X D.S.

L.D.H. 17 9.0 18.0 14.2 +* 20
Amilasa 14 500 970 685 + 1264
T.G.O. 17 10.0 206.0 89.3 + 376
Fosfatasa

alcalina 15 18.0 164.0 78.0 + 425
Fosfatasa
‘acida 27 1.1 2.3 1.6 +* 03

C.K. 14 0.0 0.0 0.0
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Cuapro 7. Valores de pH, gases y exceso base

No. de Valor Valor -
Prueba muestras minimo maximo X D.S.
pH 20 6.450 7.602 o 6.974 + 03
pCO, mm Hg. 20 8.0 71.0 323 _—7;37.1
pO, mm. Hg. 20 48.0 101.0 73.0 + 18.1
sO, % 20 40.0 97.9 63.2 + 26.6
EB mEg/L 20 (—)10 (—)20 (—) 19 + 32
HCO, mEq/L 20 4.0 13.0 9.0 + 25
tCO, mEq/L 20 8.0 15.0 10.0 + 18
Sodio mEq/L 33 450 678 552 + 47
Potéasio mEq/L 33 9.0 18.4 11.7 +* 25
Calcio mEq/L 18 208 402 302 + 505 -
Cloro mEq/L 23 602 748 662 + 40
Discusiéon

Proteinas. La mayoria de los trabajos citados por la bibliografia se orienta
hacia los cambios cuantitativos de las proteinas o ciertos aminoécidos en infes-
taciones o infecciones. (Cheng y Lee 1971; Cheng y Rodrick, 1975; Dusanc y
Lewert, 1963; Holtz y Brand, 1940; Meincke, 1975; Schmid, 1975; Stein y Busch
1079). Se encuentra generalmente que su contenido decrece y se sugiere que los

parasitos los utilizan en su metabolismo.

Comparando las concentraciones determinadas en A. tubercu.losa con datos
referentes a Biomphalaria glabrata (Grees y Cheng, 1973) y Australorbis glabra-
tus (Gilbertson y col. op. cit.) (Cuadro 8). Encontramos que se encuentran den-
tro de los limites de normalidad y que pueden tomarse como referencia.



Ferndandez A., H. et. al., pLasMA pE HEMOLINFA, Anadara tuberculosa 69

Cuapro 8. Comparacién de los valores de proteinas totales en tres moluscos diferentes

Proteinas totales g %

Ejemplar No infectado Infectado
Valor Valor Valor Valor
minimo maximo minimo maximo
A. tuberculosa 0.60 341 - -
B. glabrata 1.47 38 0.96 -
A. glabratus 0.61 34 0.10 23

En cuanto a la separacién electroforética de los componentes del plasma, los
resultados muestran que las globinas estan ausentes o en cantidades muy bajas.
lo cual ocurre cuando hay infestacién; en cuyo caso ésta y otras fracciones del
plasma disminuyen. Aunque no puede descontarse el hecho de que lo encontra-
do sea normal en A. tuberculosa, deben tomarse en cuenta reportes que indican
la presencia —en diversos invertebrados— de hemaglutininas con movilidad se-
mejante a las globinas alfa y beta; o bien, en otros casos, las sustancias agluti-
nantes son diferentes de las conocidas en sus caracteristicas fisicoquimicas (Pauley,
Granger y Krassner, Marchalonis y Edelman, op. cit.).

La fraccién de movilidad semejante a la albumina, cuya concentracién media
fue de 0.20 mg/%. no ha sido descrita en otros moluscos. En comparacién con
el humano, su concentracién resulta muy baja; pero es coherente con los valo-
res de cero de las bilirrubinas, que se sabe transporta normalmente esta frac-
cion.

Por todo lo antes expuesto, los resultados se deben tomar con reservas y no
olvidar la influencia que la técnica utilizada puede tener a este respecto. Seria
conveniente, por lo tanto, revisar nuevamente el soporte usado.

Grucosa. La glucosa es una de las principales fuentes de energia para los
moluscos, y es también el caso de A. tuberculosa.

Holtz y Brand (1940) indican que los valores de glucosa en una expeiiencia
pueden resultar muy heterogéneos y ser resultado de factores internos o ambien-
tales, no controlados; por ejemplo la cantidad de alimento ingerido, cambios
climatolégicos, estado de salud del ejemplar, etc. También es importante con-
siderar la técnica utilizada en la determinacién.

En el caso de A. tuberculosa, no se controlaron factores como los menciona-
dos; sin embargo, los resultados no son muy diferentes a los de otros invertebra-
dos que han estudiado diversos autores.

Probuctos NITROGENADOS DE DEGRADACION. El nitrégeno proveniente del me-
tabolismo proteico, es excretado por los moluscos en forma de acido trico. de
amoniaco o bien como urea (Daguzan, 1981).



70 ANALES DE LA ESCUELA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS, VOL. 32

Los mecanismos y los productos de excrecién en las diferentes especies, estan
relacionados frecuentemente con su adaptacién a los medios marinos, dulceacui-
cola y terrestre. Daguzan (op. cit.) senala que un distanciamiento del medio
marino conlleva la desaparicién mas o menos marcada de la excrecién de tipo
amoniotélica (excrecién de amoniaco) y la instalacién de un uricotelismo (ex-
crecién de acido tirico).

Aunque los estudios metabélicos no son abundantes, se considera que exis-
ten grupos heterogéneos en cuanto a sus vias catabélicas se refiere; por lo tanto,
al no existir ninguna referencia previa sobre Anadara, nuestros resultados ne-
gativos deben tomarse con toda reserva y. al igual que con otras de las variables
esludiadas. Creemos importante abordar cuidadosamente, en proximos estudios.
el problema de las técnicas empleadas.

En cuanto a la bilirrubina, producto de degradacic’m de la hemoglobina, que
es el pigmento respiratorio presente en la hemolinfa de A. tuberculosa (Fernan-
dez y col. No publicado), su lectura fue negativa, o bien, la cantidad es tan
pequeiia que el método estandarizado para plasma humano no la detecta. Po-
dria ser también que el producto final fuera protoporfirina, la cual no se trans-
formaria en bilirrubina.

Enzimas. Diversas enzimas han sido investigadas en los moluscos y se co-
noce bastante sobre su papel en la hemolinfa.

En el caso de nuestro ejemplar, ademas de notificar la existencia de algu-
nas de eHas. se plantean también interrogantes. Tomando por ejemplo las fos-
fatasas, que en los vertebrados se producen en el higado. serfa interesante deter-
minar si es el hepatopéncreas quien hace lo propio.

En cuantg a la enzima lactato deshidrogenasa (L. D. H.), se ha estudiado,
tanto en c[_ivgrsos mamiferos como en peces y aves, pero la informacién en mo-
luscqs casi no existe (Narang, 1974). Se le encuentra bajo formas moleculares
miltiples y todos los tejidos muestran patrones isoenziméaticos diferentes.

No existen referencias respecto a su presencia en la hemolinfa, por lo que
cpnsideramos de importancia las determinaciones efectuadas. Sin em[)argo. que-
dan por realizar, maltiples estudios para comprender. sus propiedades cinéticas.

Otro punto interesapte lo plantea la aparente ausencia de la C.K. Esta en-
zima cataliza la transformacién de fosfato de creatina a creatinina con la con-
secuente produccién de ATP; de .manera que resulta poco factible su inexisten-
cia y habra cue investigar con mas detalle.

Acerca de la amilasa, tampoco se conoce con exaclilud su o sus sitios de pro-
duccién, ni su significado; aunque se -puede pensar en un factor de defensa
inespecifico producido, al menos en parte, por los propios hemocitos.

ELecTroLITOS Y cAases. Finalmente, respecto a estas determinaciones, los da-
tos.apoxtados resultan importantes, - primero, porque no ]'\ay otros informes en
A. tuberculosa y segundo, porque sirven para incrementar las escasas referencias
que hay sobre los moluscos en general (Lee y Cheng. op. cit.; Holtz y Brand.
op. cit.).

Si se toman como referencia los valores del humano (Cuadro 9), A. tubercu-
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losa se encuentra en un estado de acidosis metabélica; sin embargo, se ve la

necesidad de determinar, con estudios més ampllos y en condlcwnes controladas,
sus constantes flstologlcas normales.

Cuapro 9. Valores plasmaticos de pH, pCO, y pO, en A. tuberculosa y en el humano

Humano
Valor A. tuberculosa sangre sangre
arterial venosa
pH 6.974 7.35-7.43 7.35-7.45
pCO, mm Hg 32.33 35-45 35-50
pO, mm Hg 73.35 85-95 30-50

CoNCLUSIONES

Los datos obtenidos de un total de 548 determinaciones, permiten concluir que
el plasma de A. tuberculosa contiene algunos componentes similares al suero o
plasma de otros invertebrados Yy vertebrados. Estos datos pueden tomarse como
valores de referencia para la especie estudiada, pero no como caracteristicos o
normales; dado que no se controlaron factores importantes — como localidad de
procedencia, tiempo transcurrido entre la captura y la determinacién, estado
de nutricién del animal, etcétera.

Si bien, las desviaciones estandar de algunas de las determinaciones efectua-
das son altas, se considera natural en ciertos moluscos, cuyo sistema circulatorio
comunica directamente con el exterior. como es el caso de lps gaster(’)poclos y
pelecipodos (Cheng y Rodrick, op. cit.). B

Por otra parle, para el estudio de invertebrados se ve la necesidad de afinar
o adaptar métodos y técnicas que se aplican casi siempre en funcién de la_ex-
periencia clinica en el humano.

SuMMARY

A chemical analysis of Anadara tuberculosa plasm was made. Preligninary
results present reference values of a total of 548 samplcs. 'Hgmolymp‘h ;gz_oh_tains
a variety of compounds similar to other mollusks: glucose, albumin, cholesterol.
creatinin, acid and alkaline phosphatases amylase lactate dehvdrogenase crea-
tinin phosphokmase and glutamlc oxalacetic transamlnase

Total proteins determinations and e[ectrophoretlc study of plasm proteins was
also carried out. In addition concentrations of Na, K, Ca, and CI; pH, pCO.,
pO.. SO.. E.B.. HCO; and tCO. was measured,
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