EL METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS |

EN EL TRACTO DIGESTIVO DE
LOCUSTA MIGRATORIA L.

RESUMEN:

Lo digestion de diferentes oarbohidratos v sustratos sintéticos en el intestino de
Locusta migratoria L. fue onolizada cuantitativamente, £ extracto del tracto
digestivo hidroliza muy rdpidamente aimidén, maltosa y sacarosa, en cambio, ja
degradacién de celobfosq, lactosa, melecitoss y trehalosa tiene lugar mds
fentarnerrte. Celulosa e inuling no son hidrolizadas.

Se investigé la distribuclon de las actividades enzimdticas emre ef eplieifo v el
iumen de las distintas partes del fracto digestivo, en las fracciones solubles e
insolubles. El epitelio de la parte media del intestino, en partictior, posee ung
afta actividad de enzimas, aungue algunas enzimas también hidrolizan muchos de
Ios sustratos en la parte finof del intestino,

Durante periodos de dieta de hambre subieron las actividedes enzimiticos
relativas en ef epltelio del tracto digestivo.

Con la avuda de gelflitracién se obiuve una separacidn parcial de enzimas
diferentes Los resultados Indican la presencia de siete carbohidrasas distinias
dentro del intestino de Locusta migratoria L. Los pesos mofeculares de los
airbohidrasas, fos valores de Ky, y las Optimes de pH se describen en esta
publicacion. : '

La absorcién y el camblo metabélico de 14C.glucosa fueron investigados in vitro
después de invectoria a preparadas del intestine medio de L. migratoria.

Ya después de 5 min. aproximadamente la mitad de la radloactividad tota! se
encontrd en ef medio de Incubacién y en el transcurse de dos horis ascendio fa
radioactividad a 750/0. El mdximo lo dieron giucosa y fructosa en partes iquales,
los dcidos orgdnicos y los ezicares fosféricos en partes menores, Hubao, sin
embargo, un cambio muy drdstico en la marcacidn radioactiva cuando se halld en

el medio de incubacion glucosa no radioactiva. En estos experimentos se -

sintetizé mucha sacarosa.

Fructosa 6P estimulé fa formacion de sacarosa mediante UDP! 4C-g!ucasu por
extractos del intestino medio.

Incluso en ef lumen del trocto digestive y en !Of jxcrementos de individuos vivas t
aparecit la radioactividad después de Inyectar ' C-glucosa a la hemuolinfe.

* Profesor, Depto. de Blologla, Universidad de Antioqula, Medellin, Colombia.
Actualidades Biotbgicas, Vol9, Na.33

67

Por: Hermann [. Droste*



68

INTRODUCCION

En la mayorfa de los trabajos [a digestién de carbohidratos
ha sido investigada cualitativamente. Investigaciones funda-
mentales cuantitativas han sido lievadas a cabo hasta ahora
solamente en las enzimas trehalasa, amilasa v sacarasa. Por
esta razdn parecia ser de interés particular investigar en un
insecto herb (vore v no especializado, la degradacién de to-
das los carhohidratos que son importantes para su alimenta-
cidn y otras sustancias sintéticas que son importantes con
relacidn a la hidrélisis enzimatica v aislar al mismo tiempo
las enzimas digestivas correspondientes para poder hallar
datos concretos sobre la especificidad del sustrato.

El epitelio del tracto digestivo en los insectos reabsorbe los
monasaciridos liberados por las engzimas, en principio, de
otra manera que la de los vertebrados. Muy probablemente
en lugar del transporte activo son reabsotbidos por simple
difusion tanto la glucosz y otros azucares, como los ami-
noacides, lo cual fue demostrado por primera vez por
Treheme (1957, 1958a, 1958b, 1959) en Periplunets y
Schistocerca.

El gradiente de concentracion entre €l lumen del tracto
digestivo v la hemolinfa necesario para la difusién, posible-
mente se mantiene de tal manera que fas células del tejido
adiposo transforman dos moléculas de glucosa a una de
trehalosa, la gque es segregada a la hemolinfa de nuevo
(Candy y Kilby, 1961; Mikolascheck y Zebe, 1967).

Todavia no ha sido clarificado hasta qué punto, bajo ciertas
condiciones, también tiene lugar una difusién en. direccién
inversa o cdma los insectos impiden que las sustancias orgd-
nicas disueltas en la hemolinfa se pierdan del organismo por
redifusibn. justamente por eso es de interés particular, in-
vestigar qué papel iuega ¢l epitelio del intestino medio en el
metabolismo intermediario vy qué correlaciones hay entre ¢}
intestino medio y otras drganos del cuerpo.

Para estas {nvestigaciones es muy apto Locuste migratorio
L., un insecto herbfvoro v no especuallzado en su alimenta-
c16n

MATERIAL Y METODOS

Como animales de ensayo se utilizaron adultos de Locusta
migratoria L. de ambos sexos, los cuales fueron criados bajo
condiciones estandard. Por las mafanas, antes de alimentar-
los se sacaban de las jaulas,

Medidas de la actividad enzimdtica,

Los tractos difestivos o las partes de cuatro animales se
homogenizaron (Potter- Elvehjem) cada uno en 4,0 ml de
buffer de citrato NaOH (50mM, pH 5,8) v el homogenizado
se centrifugd a 50000 g durante 30 minutos. Las medicic-
nes de la actividad de las carbohidrasas se hicieron tanto en
¢l sobrenadante, como en el precipitado (=peliet) lavado
dos veces,

Los medios de incubacion consistieron cada uno de buffer
de citrato NaOH (25mM, pH 5,8) v

(1) 50mM de maltosa, sacarosa y celobiosa y 20ul del
sobrenadante a pellet.

(2} 33,3 mM de melezitosa, turanosa, isomaltosa, meli-
biosa o rafinosa y 50 gl de sobrenadante o pellet

{3) 500 mM de lactosa y 50 il de sobrenadante o pellet.

(4) 16,7 mM de trehalosa y 50 pl de sobrenadante o pellet.

{5) 0,3c/o de almiddn o de inulina y 100 i de scbrena-
dante o pellet.

(6) 10 mM de P NP-glucosa o PRP-galactosa y 200 ul de
sobrenadante o pellet.

Las pruebas (1) a {4} tuvieron un volumen total de 300 pi,
mientras que el volumen completo en (5) era de 0,5 y en
(6) de 1,0 m!.

La incubacién se hiza a 259C y se termind a través de un
calentamiento de 100°C durante un espacio de 90 sec. La
duracidn de la incubacidon entre 5 minutos y 60 minutos
segln la actividad de las enzimas. En todos los casos era
seguro gue la taza de hidrolisis depend(a linealmente del
tiempo. '

El aumento de la concentracion de glucosa durante la incu-
bacidn sirvid como medida de Ia actividad enzimdtica. La
glucosa liverada por la degradacitn de almidon y maliosa,
se midid con la ayuda de la prueba de hexoguinasa
{Bergmeyer, 1970). En todos los otres casos se determind [a
concentracion de glucosa liberada mediante el test de color
con glucosaoxidasa y peroxidasa {Bergmeyer, 1970). La
fructosa que se produce en la hidrblisis de inulina, se deter-
mind con la ayuda de las enzimas hexoquinasa, fosfogluco-
sajsomerasa y glucosa - 6 - P - deshidrogenasa {Bergmeyer,
1970}, En la prucba (6} se midi6 el p-nitrofenol liberado a
400 nm en el espectrofotémetro. (E=9,6.10° em<, Mol™!,
Halvorson y Ellias, 1958),

La concentracion de proteina se encontrd mediante el mé-
todo de Lowry et al (1951),

Separacion de las carbohidrasas,

El extracto crudo del intestino se sometié a una precipita-
cidn de la sal (NH4)95Qy4. Las protefnas precipitadas entre
500fo y 80ofo de saturacidn de la sal fueron separadas y
resuspendidas en buffer de KHoPO4/KoHPOy4 al 10 mM y
pH 7,0, Para gliminar el ( NH.J 250y se lle\ré a cabo una
dléhsus al vacio a través de una membrana coloidal,

Las protelnas se separaron primero mediante una cromato-
graffa de DEAE-celulosa con la ayuda de un gradiente lineal
entre 0,0 v 1,0 M de MaCl dentro de un buffer de
KHaPO4/KyHPO4 10 mM y pH 7,0 Se coleccionaron frac-
ciones Ifquidas de 8 ml a la velocidad de paso de 16 m| por
hora '
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La filtracién se hizo medianie un gel Sephadex G-200
(columna: 120 x 1,5 cm} con la ayuda de NaCL 50 mM
dentro de un buffer de KH»POyfKoHPO4 50 mNy pH 7,0.
Aguf se recogieron fracciones de 2,5 ml.

Resorcion de glucosa in vitro,

Preparados del tracto digestivo fueron lavados muy cuida-
dosamente en ¢l interior y exterior ¢on la solucidn de
Berridge (1966) y despusés se ligs el intestino medio en los
iimites del intestino posterior. A continuacién se inyectd
25 pl de la solucién de glucosa marcada (3,4 mM y 0,5
uCi de 614Cglucosa) en el intestino medio a través del
intestino anterior. Inmediatamente después, se ligd el intes-
tino medio directamente antes de! proventrfculo.

Los preparados fueron incubados en 2 mi de la solucian de
Berridge sin glucosa durante dos horas a 259C. Se terminé
el test ai transferir el preparado a dcido perctérico al 50/o.
La radicactividad del medio de incubacién del extracto per-
clorico y del precipitado de la centrifugacion a 20.000 g. se
midi4 en el espectrémetro de centello {Packard).

Separacion de fos metabolitos

El medio de incubacién se acidificsd hasta pH 1 (HCL) vy se
separaron fracciones de aminodcidos, dcidos carbdnicos y
azhicares mediante columnas llenas con resina de intercam-
bio idnico (2 x 6 cm, amberlite IR - 120, formadeH * y
dowex 1 x 2, forma de OH™), segin ¢l método de De
Zwaan y van Marrewijk (1973). Después de la disminucién
de tos vol(imenes de las fracciones a 1,0 ml, se separaron los
aminodcidos y azlicares mediante la cromatografia de papel
(butanol: 4cido acético: Hy0=4:1 : 5 o etanol 800/0) y
se identificarcn los compuestos orginicos por la cocroma-
tograffa con sustancias de referencia.

La radioactividad se cuantificd cortando Jos cromatogramas
en partes de un ancho de T an (buti-PHD de 8cfo en
toluol). Los dcidos carbénicos y los fosfatos de azdicares no
fueron identificados.

Covitrof de le actividad de Jos metabolismos,

Después de agregar la giucosa marcada, v durante al menos
dos horas, los preparados del tracto digestivo consumieron
proporcionadamente oxfgeno y produjeron regularmente
digxido de carbono en el medio de Berridge. Eso significaba
una actividad metabdtica normal v una condicién normal
del tejido del intestino medio,

Determinacion cuantitativa de distintos azicares en I he-
maofinfa.

Muestras de la hemolinfa se desproteinizaron con dcido per-
clérico al Sofo, inmediatamente después de fa toma y fuego
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se les neutralizé con K9CO3 al 4M. La concentracién de
glucosa se determiné mediante la enzima hexoquinasa y la.
fructosa por agregacién de fosfoglucosaisomerasa en el
mismo test {Bergmever, 1970). Para medir las concentra-
ciones de sacarosa y trehalosa se hidrolizaron primero los
disaciridos agregando o glucosidasa o trehalasa, separada
del tracto digestivo antes, vy se determinaron fos monosacd-
ridos,

RESULTADOS
Las actividades de las Carbokiidrasas,

Las actividades enzimiticas dentro del tracto digestivo se
encuentran enlaTablal. Maltosa, aimidén y sacarosa (apar-
te de las sustancias sintéticas pnp-glucosa y pnp-galactosa)
son descompuestos muy ripidamente, Significativamente
mis lenta es fa hidrélisis de trehalosa, lactosa y melezitosa.
El extracto del intestino desdobla muy lentamente los car-
bohidratos melibiosa y rafinosa. No son disueltos los enla-
ces glucosldicos de celulosa y de inulina.

TABLA L. Taza de Hidrélisis de Distintos Sustratos mediante
de! Extracto def Tracto Digestivo completo (Pro-
medio de 3 experimentos).

1 Mol sustrato hidrolisado

mg proteina. h
CARBORIDRATOS TAZA DE HIDROLISIS
Almidén 461*
Maltasa 477
Sacarosa _ 259
Trehalosa 5
Melezitosa 7
Turanosa 54
PNP - Glucosa 8900
Celobiosa 74
Celulosa 0
Melibiosa 3,1
Rafinosa 19
PNP - Galactosa 351
Lactosa 16
inulina 0

*Unidades de Glucosa,

La Tabla 1l presenta los resultados de la distribucién de las
actividades enzimdticas en las tres partes principales del in-
testino, separadas seglin la presencia en forma soluble =
sobrenadante) o en forma insoluble (=pellet). Puesto que la
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TABLA 11. Tazas de hidrdlisis de distintos sustratos mediante de los homogenizados de los intestinos anteriores (IA),
medios (IM) vy posteriores (IP) completos, separados sobrenadante y sedimentos después de centrifugar a
50.000 g {Promedios de tres experimentos).

Sobrenadante
1A IM -
Sustrato Aa Ae Aa Ae Aa
Almidén * 1070 311 840 12 42
Maltasa 1106 323 -910 2 50
Sacarosa 446 136 460 59 52
Trehalosa 10 28 12 1,5 2,4
Melezitosa 10 2,8 11 1,5 256
Turanasa 1 30 112 15 9.3
PNP-Glucosa 19.500 5644 19.300 2570 1600
Celobiosa 65 20 B85 1 14
Celulosa 0 /] 0 ¢] 0
Melibiosa 36 1,0 3,6 04 2,7
Rafinosa 2.7 0,8 3,6 04 2,7
PNP-Galactosa 841 i 772 703 &7
Lactosa 23 7.6 34 4,4 44
Inulinz 0 1] 0 0 0
*Unidades de Glucosa
Aa= Actividad absoluta: UMol sustrato hidrolisado )
niimero de intestinos, h
Ae = Actividad especifica: Mol sustrate hidrofisado )

mg protefna. h

antidad del tejido v los volimenes de las distintas partes
intestinales varfan mucho {los pesos medios del intestino
anterior, medio y posterior son 15 mg. 69 mg v 68 mg), se
anota al lado de la cifra hidrolitica absoluta, también las
actividades enzimaticas especfficas, es decir, la actividad en-
Zimatica relacionada a la cantidad proteica del extracto co-
rrespondiente. De hecho, las cantidades proteicas, extraidas
de tas distintas partes del intestino son realmente muy dife-
rentes (valores medios para el intestino anterior, medio y
posterior son 3,5 mg, 9,9 mg y 5,1 mg, respectivamente).

Las cifras hidrolfticas absotutas de los extractos de los intes-
tinos anterior y medio tienen aproximadamente el mismo
nivel, en cambio, €l intestino posterior contiene claramente
menores o por parte muy bajas cifras hidrol{ticas.

En las actividades enzimdticas espec(ficas el intestino ante-
tior tiene un rendimiento miximo y excede al intestino
medio en mds del doble. Ademds, casi todas las carbohidra-
sas son enzimas solubles, sdlo una parte muy poca se pre-
senta en forma no extraible, es decir, encerrada en vesiculas
o unida a estructuras celulares.

Sedimento

1A M tp
Ae Aa Az Aa Ae Aa Ae

18 1,0 59 33 14 1.2 04
22 09 50 12 5,0 40 14
23 4,1 23 15 5,9 10 3,5

14 005 05 039 0,4 22 08
10 0,02 005 04 0,2 05 02
52 072 1,4 490 1,6 1,7 05

692

7.0 40 33 5,0 22 65 24

0 0 0 0 0 0 0

1,1 o1 05 0,1 004 005 0,03

0,7 0,03 007 005 003 01 005
29

20 02 16 14 0,5 01 0,05

0 0 0 0 0 0 0

Para ser capaz de decir claramente donde nacen 1as enzimas,
fue necesario determinar la cantidad de actividad enzimdti-
ca gue se encuentra en los epitelios de Yas diferentes partes
del intestino {Tabla b1}, '

La comparacion de los resultados anotados en las Ta-
blas I y 1l muestra que la actividad enzimitica en
el epitelio del intestino anterior sblo tiene el Sofo de
la actividad total, mientras que en el intestino medio
hay una actividad enzimdtica epitelial del 30o/o al
500fa . En el intestino posterior se disloca la relacidn enzi-
mdtica ain mds a favor del epitelio.

En la comparacion de fas actividades enzimdticas epiteliafes
absolutas domina claramente la del intestino medio. Su con-
tenido enzimdtico es mds del doble de las otras partes del
tracto digestivo. Mientras la mayor parte de la actividad de
las carbohidrasas es extraible, la cifra de hidrdlisis de treha-
losa es mayor en el “pellet” que en el sobrenadante. Ade-
mds, el desdoblamiento de trehalosa en el intestino poste
rior excede al del intestino medio.
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TABLA Ill.'[aza.ft de hidrolisis de distintos sustratos mediante de (o5 homageneisados de los epitelios de los intestinoes
anteriores (IA}, medios (IM} y posteriores (IP}, separados sobrenadante v sedimentos después de centrifugar

a 50.000 g {promedios de tres experimentos).

Sobrenadante

_ 1A IM
Sustrato Aa Ae Aa Ae Aa
Almidbn * 37 77 4 42 69
Maltasa 28 99 175 34 45
Sacarosa 18 25 99 17 2
Trehalosa 0,3 0,3 2,2 0,4 0,8
Melezitosa 0,6 6,8 22 04 0.5
Turanosa 54 7,7 27 4,6 89
PMP-Glucosa 330 689 4120 785 100
Celobiosa _ 6,5 9,5 16 28 42
Celulosa 0 0 0 o {
Melibiosa 0,3 0,6 06 01 0,3
Rafinosa 09 1.2 0,6 0,1 09
PNP-Galactosa 29 61 89 17 - 27
Lactosa 1,6 2,6 7,0 1,2 2.2

Inulina D -0 1] ] 0
* Unidades de Glucosa,

Aa= Actividad absoluta: HMol sustrato hidrolisado )

ndmero de intestinos. h

HMal sustrato hidiolisado

Ae= Actividad especffica: ( )

mg protefna, h

Nos hacemos la pregunta, sf la produccién y segregacion de
las carbohidrasas ocurre permanentemente o si eflas son in-
fluidas por praceses de la digestion. Con este fin los salta-
montes fueron sometidos a una dieta de hambre durante pe-
rlodos diferentes y al mismo tiempo fueron medidas en ¢l
tracto digestivo ta hidrdlisis de sacarosa y trehalosa, distingui-
do a hidrolisis emel epitelioy en el lumen. La interpretacidn
de los resultados obtenidos resultaba muy diffcil porque no
se encontrd un sistema de calibracién buenc. E{ peso fresco,
el contenido de proteinas o de ADN, las actividades enzimd-
ticas de determinadas enzimas glucolfticas, etc., no servia
porque con seguridad no eran constantes. Un hecho cierto
se basa s6lo en relacibn a la distribucién porcentual de las
actividades enzimiticas en el epiteiio v el lumen det tracto
digestiva. Durante la dieta de hambre hay un porcentaje del
200fo y al 40ofo de la cantidad de enzima total en el
epitelio. Después de que los saltamontes fueron alimentados
k distribucidn enzimdtica se desplazé enseguida a favor del
lumen. Ya una hora después de la alimentacidn el lumen
contuvo aproximadamente 95o0/o del contenido total de
arbohidrasas dei tracto digestivo (Fig.1}. '

Separacion de las Carbohidrasas.

La actividad enzimdtica que actiia sobre los diferentes az(-
ares en las distintas partes del tracto digestivo, no indica

-Actualidades Biotiogicas, Vol.9, No.33

Sedimento
1A M P

Ae Aa Ae Aa Ae Aa Ae

34 10 1,4 .28 1 1,0 0,5
23 15 2,0 12 50 3,5 15
14 0,4 04 13 4,2 46 16
04 D02 0,03 0,9 0,3 22 08
03 0,04 004 05 0,2 0,5 0;2
42 02 0,2 5,2 18 18 0,6
540 '
19 06 0,5 16 0,38 1,4 0,4
0 0 0 0 ¢ 0 0
0,1 004 0,03 4,1 0,04 0,1 0,04
05 0,08 0,08 0,2 005 008 0,02
13 :
10 0,08 0,07 10 0,4 0,3 0,09
0 0 0 0 0 0 0

. nada acerca de la cantidad de carbohidrasas. Para obtener

informaciones mds precisas de este caso, s limpid y acumu-
16 las carbohidrasas del extracto digestivo completo. B4ofo
de 1a actividad enzimatica total del extracto se separé por
precipitzcion fraccional de sulfato de amonio, a una con-
centracion entre S0o/o y 80c/o de 1a saturacion del extracto.
Eso significa una triplicacion de la actividad espectfica.

E! paso siguiente, una cromatografia Ifquida de las proter-
nas precipitadas mediante DEAE- celulosa y una gradiente
linea! de NaCl entre 0,0 ¥ 1,0 mol lograba un aumento de
las actividades enzimdticas por eliminacién de una gran par-
e de la protefna, que no poseia la actividad de las enzimas
mencionadas. Sin embargo, en este paso no se alcanza una
separacion de las carbohidrasas, porque todas las enzimas
salfan a la concentracidn de NaCl entre 0,4 mol v 0,5 mol
(Fig.2). El préximo paso es la filtracién de gel por medio de
Sephadex de G-200; y alli resultaban varios puntos maxi-
mos de proteina. En cambio, fa actividad de las carbohidra-
sas dentro de las diferentes fracciones coleccionadas demos-
iraba més claramente curvas miximas y por eso la sepracién
de algunas enzimas. En el caso de la hidrolisis de aimidon v
de isomaltosa se mostraba al lade del miximo principal un
miximo marginal. Ambos miximos marginales coinciden
(con el) méximo de las actividades de la maltasa y sacarasa
Fig.3). '
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_Filtracién de gel por medio de Sephadex G—200. La concentraciSn protelca se midié a 280 nm. Por mejor claridad se representard la
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Celobiosa ¥, Tretahalosa &, Lactosa X, Prnp—galactosa &,
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De acuerdo con la distribucion de las carbohidrasas en la

cromatografiz lfquida, se pueden sacar las siguientes con-

¢lusiones:

1) Elextracto del tracto digestivo contiene unaorgalac-
tosidasa especifica {E.C.3.2.1.22) del comportamien-
to de elucién caracteristica.

2} La hidralisis de celobiosa, isomaltosa y lactosa mues-

tra una distribucion sernejante en relacidn a las activi-
dades enzimdticas. Sin embargo, es muy improbable que
enlaces como S-glucasidico, 1,6-aglucosidico y S-galactosi-
dico sean interrumpidos.por una sela enzima. Por lo tanto,
se justifica la suposicion que las fracciones |fquidas corres-
pondientes, contienen tres diferentes carbohidrasas espe-
cificas, 1as cuales no se podian separar por su peso molecu-
lar parecido. Probablemente se trata de las enzimas §-gluco-
sidasa (E.C.3.2.1.21), # galactosidasa (E.C.3.2.1.23) yo
1,6-glucano glucohidrolasa (E.C.3.2.1.33).

3}  El desdoblamiento de trehalasa causa una trehalasa

especifica (E.C.3.2.1.28) va que la distribucién de su
actividad enzimdtica es diferente en comparacidn con la de
las otras carbohidrasas.

4)  Dos distintas interpretaciones de Ia hidrdlisis de saca-

rosa, maltosa, isomaltosa v almidén son posibles,
puesto que en las fracciones coleccionadas correspondientes
a la cromatografiz, se encuenirz el mismo comportamiento
enzimitico,

a)  Se trata de una sola enzima inespecifica que
hidroliza los distintos carbohidratos los gque
contienen en su composicion una subunidad de o-glucoss, o

b]  Se trata de dos o mds enzimas de peso molecy-
lar muy semejante.

Con seguridad, la degradacién de sacarosa no se basa en la
actividad de uma fructofuranidasa (E.C.3.2.1.26). Rafinosa

=¢- galactosa - 1,6 - g - glucosa -

{=melibicsa—1,2—f—fructosa—ar - galactosa, - 1,6- sacarosa
1,2 -8 - fructosa) es
hidrolizada por las fracciones correspond fentes {las fraccic-
nes nc contienen -galactosidasa) de tal manera que gluco-
sa y fructosa aparecen en mismas cantidades como produc-
tos reaccionantes.

La fructofuranosidasa producirfa sobre todo fructosa.

Las fracciones del comportamiento enzimdtico mencienado
también fueron investigadas por medio de electroforesis de
gel para determinar cudntas enzimas hay realmente. Pe
ro tampocd este método logrd una separacién de las activi-
dades enzimaticas.

5)  Finalmente existe en el tracto digestivo de L. migre-
foria una &-1,4-glucanoglucohidrolasa (E.C.3.2.1.1.}.

A pesar de que no fue lograda vna separacion completa de
las carbohidrasas, 1os resultados obtenidos indican casi con
seguridad la presencia. de por lo menos siete enzimas distin-
tas que hidrolizan carbohidratos. La actividad de las distin-
tas enzimas era muy diferente bajo las condiciones de test
aplicadas.

El procedimientc de separzcidn de las carbohidrasas en
aproximadamente 150 tractos digestivos de saltamontes
adultos, se presenta cuantitativamente en la Tabla IV.
Como se puede observar 13 actividad espec(fica, medida co-
mo hidrdlisis de la sacarosa, se aumentd en 64 veces mis.

Se intenté con la ayuda de Iz filtracién de gel mediante
Sephadex G-200, determinar ¢! peso molecular de las distin-
tas carbohidrasas. Primero se determinaron los valores com-
parables de protefnas con peso molecular conocido. Esas
eran las protefnas Ferritin (PM 480.000), deshidrogenasa
del higado de res glutimico (PM 270.000), deshidrogena-
sa aloohdlica de levadura (PM 150.000} y mioglobina del
corazén de caballos (PM 17,800},

TABLA IV. Separacion de las Carhohidrasas del tracto digestivo de L. migratoria, presentada por la taza de descomposicién
de Sacarosa.
Pasode Yolumen Proteinz  Actividad Actividad Rendimiento Factor de
separacion {(m!) (mg) (1Mol glucosa) especifica {of0) separacion
Min (Mol glucosa)
mg proteina min.
Extracto crudo 200 2640 55.800 20,8 100 1
Precipitacion de
(NH4)2504 15 757,5  46.900 62,5 84 3
entre 506/0 vy 800/0
DEAE - Celulosa 35 11,3 49,700 437 84 21
Sephadez G-200 8,5 2.2 3230 1330 56 64
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Los cocientes de volumen de elucién (Vg) v volumen K-
quido de la columna (V,) medido por medio del azul de
dextran se determind para las fracciones de elucién las cua-

les contenian las actividades mayores en la misma manera -

£ome para las protefnas conocidas mencionadas. La figura 4

Muestsa como las cocientes para tres de las protefnas co-

nocidas estdn situados en una recta cuando se les dibuja
contra el logaritmo del peso molecular, También en la recta
estin {ocalizados los cocientes de las diferentes carbohidra-
sas. De eso resultan Jos pesos moleculares aproximados:

& - 1,4amilasa 68.000
o - 1,6-amilasa 185.600
* @ - glucosidasa’ {2 } 115.000
B - glucosidasa 202.000
trehalasa 133,000
& - galactosidasa 240,000 - S
$ - galactosidasa 202.000 .

V..f.%
25
Miogdobinz de caballo
- __"“‘
2,01 g, - O 1,4- Amiksa

Awmiloglucosidasa
Trehal \_ -~ ADH de levadura
-1 - Amitasa -, - Galactoddsa § B- Glsecsitiasa

1.5 — GIuDH do temera

O-Galacrosidass

Ferritin

1.0

m* 1 lid MG

Figurad. .

D‘eglerminaci&l def peso molecular con la ayuda de la filtracion de
gel por medio de Sephadex G-200, Para las protefnas del peso mole-
cular conocido (o) son puestos los coclentes establecidos VefVy
contra el logaritmo def peso molecular. Los valores correspondientes

de las carbohidrasas se figura mediante {X).

Coltdades de las carbohidrasas,

La dependencia de 1a hideodlisis de! pH y la afinidad de
sustrato de las carbohidrasas se midié con las fracciones de
elucion, las que contenian las actividades enzimgticas mayo-
res. Los resuftados aparecen en JaTabla V. Los pH 6ptimos
para los azlicares naturales se encuentran en el rango dcido
débil.

Azlicares con un enlace & -glucos(dico y glucosz mismaz,
pero no trehalosa, inhiben la hidrolisis del PNP-glucosa. Co-
mo se ve del diagrama de Lineweaver-Burk, se trata de una
inhibicidn competitiva (Fig.5)

El tracto digestivo de Locusta contiene al lado de 1a trehala-
sa solubfe alin una trehalasa unidada en estructuras. La diti-
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75

It ™3

-

Figura 5.

Diagrama de Lineweaver — de la hidrolisis de PNP - Blucesa (@)
mediante 1a fracclén 80 en la preséncia de otros azbcares {valor de
pH 5,8; PNP-giucosa de 10 mM; sacarosa () glucoss {o) o maltosa
{x) cada uma con una concentracién de 40 mM).

ma sedimenta a 6.000 veces la gravedad. Ambas enzimas se
distinguen claramente en el pH-Gptimo y en Ia Ky {Fig. 6).
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Flguraﬁ.'

La dependenciz de la actividad de trehalsa del pH. Homogeneisado
(W), sobrenadante (o}, sedimento de 10000 ¢ (®).
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TABLA V. Las pH-optimas y las constantes de Michaelis y Menton de las carbohidrasas del intestino de Locusta

migratoria. '

Enzimas pH—optimas
Trehalasa soluble 56
asosiada a3 membranas 6,5
1,4-amilasa 6,0
1,6-amilasa 6,0
o -glucosidasa” 6,0

6,6

7,2
8- glucosidasa 5,6
&- galactosidasa 53

53

7,2
f- galactosidasa 6,0

De interés particular es la resistencia alta observado de las
cathohidrasas del tracto digestivo respecto a la temperatura.
Ninguna enzima digestiva sufre pérdida de a actividad enzi-
mitica, mientras que se las mantiene durante 9 horas a
50°C, incluso después de 24 horas la actividad se disminuye
muay ‘poco.

Absorcién de glucosa en el intestino. medio.

El andlisis exacto de la absorcion de glucosa en el intestino
medio “in vivo™ es muy dificil Hevar a cabo. Permanente-
mente ocurre un metabolismo e intercambio de azlcares
entre el tejido intestinal, la hemolinfa y los otros tejidos
corporales. Por lo tanto, {a absorcion de glucosa era investi-
gada “in vitro” con preparados del intestino medio, en los
que se inyectd 14C-glucosa.

La Tabla VI muestra la radicactividad del medio de prueba
en relacion z la duracion de Ja incubacion. Después de cinco
minutos yz se encontraba en el medio e} 47ofo de la radio-
actividad segregada durante el espacio de tiempo del experi-
mento completo, Esta distribucion de fa glucosa marcada o
de los metabaolitos resultados de la glucosa no s dejé inhi-
bir sustancialmente por cianuro ni por disminucién de la
temperatura de 108C. Dos haras después del comienze del
experimento, se hallaron aproximadamente T50f0 de 1a ra-
- divactividad inyectada en el medio de incubacién. El 250f0
restante qued 6 en el epitelio o desaparecid coma didxido de
carbono.

Metabolitos producides en ef epitefio del imestine medio,

Los metabalitgs radicactivamente marcados cedidos al me-
dio de incubacién, tienen la siguiente composicidn: 750fo
de monosacdridos y disacaridos, 0,60/0 de aminodcidos v
aminoazicares, 8,50f/0 de icidos carbdnicos y fosfatos de

Km Sustrato
34 . 1073M

1,8 . 107 3m

0,0890/0 Almiddn
23 . 10-2m isomaltosa
33 . 1072m sacarosa.
58 . 1073M maltosa

2,8 10~3M pnp-glucosa
55 . 1073m celobiosa
1,6 10-3m rafinosza

24 . 1073M melibiosa
34 10—4M pnp-galactosa
83 . 1072M factosa

azlicares (TablaV11). Aproximadamente 150/0 de la radio-
actividad se perdio durante los diferentes pasos de separa-
clon. '

Sorprendentemente la separacion de los azicares dio por
resultado que la cantidad de fructosa marcada fue tan gran-
de como la de glucesa marcada. {Tabla V1II). En cambio, se
presentd una distribucién de la radicactividad completa-
mente diferente, cuando 1a misma concentracién de giucosa
se encontrd tanto en el medio de incubacién como en el
lumen del intestino, La glucosa entonces posefa sélo aproxi-
madamente el 100/o de la radioactividad totzl. Fructosa y
ribosa meostraron cada una un 10/o. La mayoria de la mdio-
actividad se identificd en la sacarosa, aproximadamente
900/0. Se reconocid adicionalmente con la ayuda de la hi-
drélisis enzimitica y debido a un anilisis cromatogrdfico en
papel (Fig. 7). El cromatograma entonces ya no presentd
sacarosa sino en lugar de ésta, se sumd precisamente en la
misma parte |a radioactividad de la glucosa y 1a fructosa.
Ambos monosacarides, sin embargo, no fueron marcados
con la misma cantidad, sino que se distribuyeron el 880/0 a
fa glucosa y sdlo el 12¢f0 a la fructosa.

Experimentos en los que &l medio de incubacidn contenfa
cantidades de glucosa y. fructosa de la misma molaridad,
demostraban una distribuc¢ién de la radioactividad como en
la prueba, con el medio de Berridge sin glucosa. Se presenta-
ban a! mismo tiempa en ¢l medio de incubacién glucosa v
sacarosa; se desplazaba la proporcion de la marcacién a fa-
vor de glucosa sin que tuviera lugar una formacioén nueva de
sacansa.

Sintesis de Sacarosa,

La sfntesis de sacarosa en el epitelio de intestino medio de
Locuste migratoria, es segun los conocimientos nuestros, la
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TABLA VI. Radioactividad en el medio de incubacion y cansumo de oxligeno de brepmdns de intestinos después de

inyectar 14C-glucosa
Radioactividad en el medio de incubacién Consumo de oxigeno
* {porcentaje de la radicactividad total) (Unidades relativas)
Tiempo 25°C 250C 159C
KCN de 10 mMal +KCN —~KCN
5 7 33 43

10 63 49 70 -

15 ' 72 62 76 1 59

20 81 64 - 81 '

25 35 Fi! 43

30 86 7% 85 3 109

60 97 : 85 93 9 200

90 97 91 100 12 267
120 '

100 100 . 100 17 329

TABLA VILDistribucién porcentual de la radioactividad a diferentes sustancias orginicas debido a la incubacién de un
intestino medio con 14C-glucasa durante 2 horas.

10,5 Gi de glucosz-6-4C: = 100 0fo

Medio de incubacién 7500

1400, +Tejido 250/0
Carbohidratos 750f0 Amincicidos + 0.6 o Ac. orginicos +
aminoazicares 06 9/0  a7icores fosfatos 8:5 0f0
ofo ofo ofo
Glucesa 10 Glucosamina 18 Carbohidratos 51

Fructosa 1,1 Alanina 43 Aminodcidos +
. AminoaziGcares 13

Ribosa 0,8  Asparagina/ _ Ac. orgdnicos +
Ac. aspart. 21 _ .Azlcar. fosfat. 5
Sacarosa 92 Glutamina/ . Protefnas 5

Ac. glutdnico 4,4

Actuaiidades Bioldgicas, Vol.9, No.33
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TABLA V. Radioactividad de diferentes azlicares segregando al medio de incubacion después de una incubacion del
intestino medio durante 2 horas con 14Cglucosa.

Az(icares agregados al medio de Berridge Axziicares marcados segregados del intestine medio al medic

rodeada (ofo de la radioactividad total)

ninguno -Glucosa 59
Fructosa 41
_ Glucosa 38
Glucosa Sacarosa 92
Fructosa ~ 12
Glucosa 10
Fructosa 1
 Fructosa Glucosa 55
Fructosa 45
Sacarosa Glucosa 49
Fructosa 51
Sacarosa + Glucosa Glucosa 87
Fructosa 13

primera demostracion de esta sfntesis en el tefido animal.
En los vegetales ocurre 1a sintesis de sacarosa debido a la
“transferencia de una molécula de glucosa del UDPG a frue-
{cpmi [ tosa-6-P o a fructosa. En el primer paso es formado sacarasa
- 6 - P que a continuacidn es desfosforilada. En el segundo
caso, la célula sintetiza en seguida sacarosa.

4000

Para investigar, cual de las dos reacciones tiene lugar en el
intestino medio de Locwsia, un homogenisado del epitelio
7 de intestino medio fue incubado con UDP- 14Cglucosa y

600 } fructosa-6-P o en lugar de fructosa - 6 - P con fructesa.
No se podfa esperar una acumulacidn de sacarosa o de la
sacarosa-6-P a causa de las actividades grandes de las carbo-
o\, hidrasas v fosfatasas presentes en el intestino. Por esta ra-
z6n se tenfa que sacar conclusiones para la sintesis de saca-
rosa de la cantidad de 14Cglucosa libre al fin del experi-
mento. En laTabla X se ve que la presencia de fructosa no
o efecta ningfin aumento de la glucosa radioactiva en compa-
500 °\a o racion 2l control. En cambio, fructosa-6-P en la prueba lo-
T Te~e gra unz liberacién de 14C-glucosa, la que tiene una cantidad

2000

0 20 30 fem de mds que el doble. Este resultado significa muy probable-

uDP-14c- glucosa+fructosa-6-P—-—3UDP+sacarosa-6-P

=]
i

Rib

Experimentos "In Vive'.

. . ‘ mente una sintesis de sacarosa seglin la ecuacidn siguiente:
g o
w &

Figura 7.

Distribucidn de la radioactividad luego de la separacibn def medio
de Berridge mediante de la cromatograffa de papel después de una
incubacidn de un intestino medio durante 2 horas. Al medic de
Berridge era agrepada gucosa. Arriba: medic de Incubacidn no tra-
tadn, Abajo: la misma solucion como arriba después del efecto de
¢+ guccsidasa.

a)  Intercambic de glucosa entre la hemolinfa y el lumen
del intestino:

Después de que “in vitro” fue observada una distribucidn
de radioactividad la que probablemente se realizé por difu-
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TABLA 1X Formacién de glucosa radioactiva por homogeneisados de intestino medio debido a la incubacion de
UDP-T4C glucosa {valores de medicién de un experimento representativo).

Prueba

Control: UDP-1 4C—g|umsa sin homogeneisado
Homogeneisado + UDP~-]4C-qucos.a

Homogeneisado + UDP—1 4C—g|ucosa +Fructosa
Homogeneisado + UDP— 4C-glucosa + Fructosa-6-P

sion, se hacia {a pregunta: Si también difunde glucosa de la
hemolinfa hacia el intestino. Por lo tanto, se inyectd
V4Cglucosa (50u1,1,7 mM glucosa 1 uCi) en la hemolinfa
delos saltamontes y se examind, para ver si glucosa marcada
se detectaba en el contenido del tracto digestiva. Los excre-
mentos segregados durante fas praximas 12 horas después
de 1a inyeccidn, contenfan a una alimentacidn buena no
s6lo en promedio 7,8 ¢Mol/g glucosa y 2,2 pMol/g fructosa,
sino también Ia glucosa mostraba en el cromatograma una
radicactividad clara. A los individuos ayunados no se encon-
traba ningdn monosacirido.

b)  Azlcares dentro de la hemolinfa después de la alimen-
tacion y del ayuno durante 24 horas.

Los resuftados de los experimentos con glucosa marcada
sugieren investigar:

1) Sirealmente “in viva” se encuentra en la hemo-

linfa glucosa, fructosa, trehalosa y sacarosa, y

2) en qué concentraciones se las encuentra bajo condiciones

fisiologicas distintas. Por eso se compard animales alimenta-

dos recientemente con aquellos que ayunaron durante 24
horas. Los resultados estin anotados en la Tabla 12X

A los animales en dieta de hambre se midid una concentra-
cion peguefa de fructosa, glucosa y sacarosa. Después de la
alimentacion la concentracién de glucosa y fructosa se
aumento hasta veinte veces mds.

La concentracion de sacarosa, sin embargo, se aumentd sdlo
en algunos individuos. Las fluctuaciones de las concentra-
ciones de los dichos azlicares son después de alimentacién
mayor en el estado de hambre. En contrario, la concentra-
cién de trehalosa es casi constante en ambos estados.

DISCUSION
Nimero, especificidad v calidades de las carbohidrasas.

E| tracto digestivo es capaz de descomponer todos los car-
bohidratas naturales menos celulosa e insulina. La actividad
enzimdtica es especizlmente alta en refacién a maitosa, almi-
dén, sacarosa y celobiosa. Por aplicacidn de varios métodos
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Radioactividad
{cpm)

400
8790

_ 7970
20800

de separacion y purificacion, fue demostrada la presencia de
por lo menos siete carbohidrasas diferentes. Trehalosa, celo-
biosa, rafinosa, lactosa, isomaltosa y almidon son desdobla-
das por enzimas especiales. Por desgracia no fue posible en
todos los casos hacer aclaraciones precisas del efecto especi-
fico de las enzimas. Particularmente no es posible decidir, si
una sola enzima o varias enzimas hidrolizan los azlcares
maltosa, sacarosa, isomaltosa y almidén (Fig.3). De los 6pti-
mos del pH semejantes o idénticos a la hidrélisis de diferen-
tes azdcares, algunos autores sacan la conclusién de que se
trata de una Unica enzima no especifica, la “a-glucosidasa”
{E.C.3.2.1.3.) (Bongers, 1970). Lo mismo indica ia observa-
cién que sacarosa y maltosa inhiben competitivamente el
desdablamiento de PNP-glucosa,

MNuestros resultados confirman el andlisis de la hidrdiisis de
carbohidratos en el tracto digestivo de Schistocerca greqo-
ra, llevado a cabo por Evans y Payne (1964}, Una amplifi-
cacion de los resultados resulta respecto al desdoblamiento
de o - glucosidos, pues a Evans y Payne no les fue posible
hacer aclaraciones de las enzimas, que hidrolizan los azlica-
res,

En contraposicidn a las observaciones en Locusta migrato-
rig, estos autores creen haber detectado una hidrélisis pe-
quena, pero clare de celulosa, la que no resulta de bacterias,

La capacidad de la hidrolisis de diferentes azlcares en el
tracto digestivo de Locusta, al parecer, corresponde a 1a de
otros insectos herbivoros, como Leucophaea madera, Blabe-
rus discoidalis (Ehrhardt y Voss, 1962) Oncopeltus fascia-
tus (Bongers, 1970), Lygus disponsi (Hori, 1970) vy larvas
de Rombyx mori (Hori, 1959). A pesar de que no se han
llevado a cabo investigaciones correspondientes, la suposi-
cion es natural de que 1a distribucién de carbohidrasas en el
tracto digestivo de ellos, ai menos, es semejante a la de
Locusta.

El optimo de la hidrélisis de carbohidratos en el intestino
de varios insectos estd cerca del pH 6. Este valor correspon-
de a ia concentracion de protones en el intestino anterior
y medio, la que fue determinada en Schisrocerca (Evans y
Payne, 1964). Una excepcidn esta formada, segin los resul-
tados nuestros, solo por la hidrdlisis de los sustratos artifi-
cizles PNP-glucosa y PNP-galactosa, la que supone un 4pti-
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TABLA X Las concentraciones de glucosa, fructosa, trehalosa y sacarosa en ja hemolinfa después de
dieta de Hambre durante 24 horas y directamente después de la alimentacion (b).

Animal Glucosa Fructosa
No. (mM) (mMm)
fa) 1 0,96 ~ 00

2 0,51 0,25
0,45 0,25

(b} t 34 2,2
2 10 0,65

3 3,3 2,6

4 12 7.6

5 7,7 2,8

6 3,1 4.6

mo de pH 7,2, Un comportamiento distinto se refiere en
algunos casos de trehalasa, sobre lo que se informard adelan-
te.

La variabilidad de las constantes de Michaelis y Menton de
cada una de las carbohidrasas es muy pequeiia, Hay valores
entre 0,1 y 5,0 mM.

Valores de comparacién de los pesos moleculares de las
carbohidrasas, menos la trehalasa, faltan por completo. Solo
Marzluf (1969) declara un peso molecular de aproximada-
mente 200,000 para una sacarasa de larvas de Drosophila.

La trehalasa tiene una posicién especial entre las car-
bohidrasas. En el tracto digestivo de Locusta se le en-
cuentra en dos formas distintas, una soluble y otra aso-
ciada 2 la estructura, las que se diferencian clara-
mente en el 6tpimo de pH v el KM. La actividad totzl de
trehatasa se halla una parte grande en el epitelio de intestino
y al parecer permanece por dentro. Por lo tanto, la trehalasa
probablemente tiene otra funcidn que Iz de la digestion de
los alimentos. A la centrifugacion fraccionaria del homoge-
nizado de intestino, la trehalasa, asociada a la estruciura,
sedimenta a 6.000 g. Muy probablemente, ella estd localiza-
da en las mitocondrias. Varias investigaciones de muy dife-
rentes insectos demostraban gue también en los misculos se
encuentra al lado de uma trehalasa soluble una isoenzima
asociada a la estructura (Gilby y otros, 1967; Lefebure ¥
Huber, 1970). Sin embargo, los resultados de ias calidades
de trehalasas en diferentes especies de insectos se difieren
significativamente, porque frecuentemente los animales
completos eran homogeneizados. Por eso no se puede deci-
dir, si se trata de enzimas de la musculatura o del tracto
digestivo o de una mezcla de ambas (Dzhlman, 1971; Yana-
gawa, 1971, Duve, 1972).

Sacaroea Trehalosa
{mM) {mM)
0,71 35
1,3 2,7
0,92 2,:4
0,48 2,5
7,0 19
0,7 3,8
6,9 4.5
0,23 2,6
0,23 39

Segregacion de enzimas y digestion.

El lugar de |a segregacién de enzimas s tiene en cuenta sélo
el epitelio del intestino medio, pues la segregacion de enzi-
mas de las giindulas salivales es muy poca y hasta ahora no
hay ningin conocimiento sobre la segregacion del intestino
anterior. Conforme a eso el intestino medio contiene activi-
dades enzimdticas mds altas que las otras partes del tracto
digestivo. Mds alld de 1a fraccién sedimental, posee una par-
te significativamente alta de la actividad enzimética. Esas
enzimas estin asociadas a las estructuras o encerradas en 1as
vesfculas, Heinrich y Zebe {1973) demostraron por medio
de un microscopio electrénico una liberacion del material
orgdnico de las células del intestino medio, particularmente
debido a la alimentacién después de periodos de ayuno
largo. En verdad, no es posible comprobar si el material
segregado son enzimas, pero el descenso significativo de la
actividad enzimidtica en el epitelio de 350fo al 20/o de la
actividad total después de alimentar los animales, forma una
indicacidn importante de la segregacion de enzimas almace-
radas al lumen del tracto digestivo. Por lo tanto, se puede
considerar casi con seguridad que el epitelio del intestino
medio es €} lugar principal de la sintesis y segregacion enzi-
matica.

5i la segregacién normalmente ocurre permanente o de que
grado depende de la alimentacifn, no se puede juzgar con
seguridad, ya que no existe un sistema de referencia buena
para medirla. Las enzimas digestivas segregadas por el epite-
lio del intestino medic alcanzan evidentemente Ficil el
lumen del intestino anterior. Pues como laTabla il nos
muestra las actividades de las carbohidrasas son casi idénti-
cas tanto en ¢l intestino medio como en el anterior.
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Con respecto al contenido enzimitico del intestino anterior
tiene que ocurrir en €l una parte esencial de la digestién. En
el intestino medio el proceso se aumenta y se termina por-
que en el intestino posterior la inactividad de las carbohi-
drasas ha progresado tanto, que una hidrdlisis de azcares
significativo ya no parece posible. La trehalasa de nuevo
hace una excepcidn, cuya actividad en el intestino medio es
mayor al 30o/o de la medida en el tracto digestivo comple-
to. Esta relacién indica que la trehalasa juega otro papel
fisiologico digestivo,

Absorcién de Azicares.

Treherne {1957, 1958a, 1958b, 1959) investigd dos espe-
cies de insectos y constatd que la absorcion de aziicares en
el intestino de insectos no ocurre a través del transporte
activo sino s6lo debido a fa difusién. Los resultados de este
trabajo estan de acuerdo con los datos de Treherne {op.cit.)

Sin embargo, una absorcion efectiva de azticares por difu-
s5ion sdlo es posible, cuando exista un gradiente de concen-
tracidn grande entre el tracto digestivo v la hemolinfa. Pro-
bablemente en este contexto la sintesis de trehalosa tiene
mucha importancia ya que en ese proceso se gasta glucosa
en muacha cantidad y se disminuye evidentemente. La con-
centracién de glucosa dentro de 1a hemolinfa logra aproxi-
madamente 1,4 mM {Treherne, 1958b), la trehalosa, en
cambio, alcanza 20.3 mM.

Por eso la absorcion de glucosa era pequeia a una concen-
tracién de 2 mM dentro del intestine. Probablemente habia
s6lo un intercambio de glucosa entre el tracto digestivo y la
hemolinfa. En este lugar surge la pregunta, si la glucosa se
pierde del cuerpc cuando no es absorbida por la ausencia
del gradiente de concentracién o permanece en el cuerpo.
Ademds, bajo condiciones de ayuno existiria el peligro que
resultara una redifusion de glucosa de la hemolinfa al intes-
tina. Ensayos ‘‘in vive" demaostraban que en el caso de
alimentacién buena no se realiza una absorcién de azicares
cuantitativa, sino que una parte de ellos sale del cuerpo en
los excrementos. En cambio, animales que ayunan no po-
seen ningdn tipo de azdcar en sus excrementos. En conse-
cuencia, una redifusién no tiene lugar.

A causa del mmafo molecular de trehalosa, Terherne cree
que la redifusion de esta aziicar evidentemente sea dismi-
nuida. De importancia, tal vez, es el hecho de que de todas
las carbohidrasas, |2 trehalasa sola se encuentra aproximada-
mente €n la misma cantidad de todas las partes del epitelio
digestivo. Posiblemente tiene esa enzima la funcién de des-
doblar fa trehalosa, difundida de 12 hemalinfa a las células
epiteliales, 2 glucasa, para evitar la redifusion al lumen, No-
tablemente la distribucion de trehalasa mencionada se en-
cuentra en larvas y adultos de la mariposa Vanesse urticoe y
en adultos de Bombyx mori, las que ya no comen nada
{Droste, resultados no publicados). En Schistocerca no pa-
rece presentarse una conversion de glucosa a otros azlcares,
menos trehalosa. Esta transformacién, por lo mencs, no
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tenfa lugar bajo aquellas condiciones bajo las cuales Treher-
re {op.cit.) llevaba a cabo sus experimentos. En Locusta las
relaciones son' mds complicadas debido a que en otras con-
diciones experimentales eran detectadas posibilidades, que
en |a otra especie tal vez eran latentes. Como se ha demos-
trado, la glucosa es convertida a fructosa y sacarosa por el
epitelio del intestine medio de Locusta. Evidentemente la
transformacion es determinada por az(cares y sus concen-
traciones, los cuales se encuentran en proceso de experi-
mentacion. Esto es vigente mo sélo bajo condiciones “‘in

© vitro™ sino también “in vivo”, como lo muestra la determi-

nacidn cuantitativa de distintos azicares de la hemolinfa.

En relacién con la aparicién de glucosa, fructosa y sacarosa
en la hemolinfa de Locusta, se refiere Hansen (1964), que a
través de los andlisis cuantitativos, descubrid una variabili-
dad grande de las concentraciones relativas de dichos azica-
res en alimentacién distinta.

Es natural, aceptar que la formacion de fructosa y sacarosa
en las células epiteliales del intestino medio estd relacionada
con la absorcion de glucosa debido a la difusion. Tal vez se
trata de un fendmeno, mediante el cual se mejora el co-
mienzo y ¢l mantenimiento de un gradiente de concentra-
cion. Sélo e sistema de la sintesis de trehalosa en el tejida
adiposo no parece capaz de mantenerlo indefinidamente.
Como Murphy vy Wyatt {1956} mostraban, la enzima treha-
losa sinigtasa es inhibida por el producto final, la trehalosa.
Esta inhibicidn ya es efectiva bajo concentraciones fisiol6gi-
cas. 'In vitro” se formo sacarosa, cuando el medio de ensa-
yo que rodeaba el preparado del intestino medio, contenia
glecosa de 4,4 mM. Cuando el medio contenfa fructosa ¢
sacargsa de 4,4 mM, ¢ cuando no habia ningin azdcar en el
medio, no tenfa lugar ninguna formacién del disacdrido; en
cambio, glucosa fue transformada a fructosa en diferentes
cantidades, pero.no a sacarosa de 4,4 mM, o cuando no
hab(a ningn aziicar en el medio.

Las conexiones e interrelaciones posibles de Iz absorcidn de
glucosa dentro del tracto digestivo de Locusta las dermuestra
fa figura 8. Segiin los resultados de este trabajo, podrfa
resultar el aumento del gradiente de concentracidn entre el
lumen del tracto digestivo y la hemolinfa en primer lugar,
por la formacion de trehalosa en el tejido adiposo. En se-
gundo lugar podrfa llevar a la activacién de la sacarosa sinte-
tasa el aumente de fa glucosa en la hemolinfa, debido al
eficaz descenso de la actividad de trehalosa sintetasa. Si
estas interrelaciones hipotéticas son verdaderas, serfa el me-
canismo de la absorcion de glucosa en Locusta una difusién
“regulable’’,

Los resultados descritos de la resorcién de glucosa han de-
mostrado, que ese azficar se convierte durante ef paso a
través del intestine medio. Con eso se confirma resuitados
anteriores (Zebe, 1961; Murdock v Koide, 1972) segiin los
cuales, esta parte del intestino forma un centro del metabg-
lismo intermediario en el cuerpo de los insectos.
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