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1.- IETRODUCCIÓK

Los recursos marinos y de agua dulce desde la

antig½dad han sido uno de los pilares básicos de la

alimentación humana, junto con la ganadería y la

agricultura. Sin embargo, y debido fundamentalmente, a

la captura incontrolada de las distintas especies, así

como a la contaminación creciente, dichos recursos están

disminuyendo de forma alarmante. Por otra parte, la

población mundial se duplica en la actualidad aproxi-

madamente cada SO atlas y paralelamente el área de cuí—

Uva terrestre por habitante no podrá crecer en la misma

proporción.

Estas perspectivas llevan a buscar nuevas fuentes

de producción de alimentos de alta calidad nutrItiva y a

gran escala. Como consecuencia de esta, la Acuicultura,

método de reproducción y crecimiento de animales

acuáticos en condiciones controladas, es hoy un sistema

básico para compensar la disminución en la producción

natural. En la actualidad, la producción pesquera en

nuestro país, se encuentra entre las más importantes

del mundo y la ingesta de pescado “per capita” es de

las más altas, por lo que podemos comprender la

trascendencia soclaeconómica que en España tiene la

Acuicultura cama complemento de la pesca.

El nivel de conocimientos que, desde la perspecti-

va bioquímica, se tiene de los animales terreskra—~

superior al de los animales acuáticos, ya que es:cs

forman un grupo muy variado de organismos, situados en

diferentes estados evolutivos y en un medio que

condtctona de modo decisivo los requerimientos

metabólicos
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Es indudable que el estudio de las especies objeto

de acuicultivos y su relación con el medio, podrá dar

lugar a un aumento progresivo en la productividad de la

Acuicultura. Esto hace que el estudio a nivel bioquímico

de las rutas metabólicas sea fundamental para la

obtención de dietas equilibradas que puedan aplicarse en

una mejora de las especies cultivadas.

El conocimiento de las actividades enzimáticas, en

lo que se refiere a su caracterización y regulación,

ayudará a establecer las bases de una posible

modificación de los requerimientos nutricionaJ.es de

estos animales, de cara a un abaratamiento de los costes

de producción. Aunque estas necesidades pueden conside-

rarse cualitativamente las mismas que las que tienen los

animales superiores, cuantitativamente surgen ditera:.—

cias debido a factores intrínsecos y’ a condicionantes

extrínsecos. Las proteínas y los lípidos constituyen la

principal fuente de energía de los peces, pero ba.Io

determinadas condiciones pueden utilizar también las

hidratos de carbono.

El Departamento de Bioquímica de la Facultad de

Veterinaria, desde hace años, ha enfocado parte de su

investigación hacia el estudio bioquímico de la trucLa

arcoiris (Salmo gairdnieri) y de la lubina <Dicen-

trarchus labrax>, como modelos de experimentación de

agua dulce y salada, respectivamente. Ambas especies son

objeto de investigaciones fisiológicas y bioquimi;:ar•

con el fin de adquirir unas basas cientí ficas para una

mejor y más rentable producción
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1. 1. -ASPECTOS GETERALES DE LA LUBINA.

La lubina <Dicentrarchus labrax L. ) es una de las

especies marinas de mayor importancia comercial en el

continente europeo. Presenta una buena adaptación a las

condiciones de cautividad y a diferentes medios salinos,

lo que sumado a la relativa facilidad con que se induce

la puesta y la alta supervivencia de las larvas, la

convierten en una especie muy interasante para el

cultivo industrial (Lozano, 1964; Ramos y col., 1982).

Pertenece a la superciase de los peces osteictios,

superorden teleósteos, orden perciformes, suborden

pércidos, familia serrán~dos y género dicentrarchus. En

España es también muy frecuente otra especie de este

género, la baila <Dicentrarchus piÁnctatus E.>.

La lubina tiene una amplia distribución en el

Atlántico y en el Mediterráneo (Lozano, 1964> Es de

filiación preferentemente marina aunq”~ puede penetrar

también en aguas continentales, entrando en estuarios y

en ocasiones remontando ríos (Surten y Surten, 197$>

Vive en aguas muy oxigenadas, por lo que abunda en las

costas rocosas batidas por el mar.

-Knrfología.

Las lubinas tienen el cuerpo fusiforme y

comprimido. La boca es grande, con lIgero prognatismo

inferior. Los perfiles dorsal y ventral son convexos y

posee dos aletas ventrales, dos aectorales, das

pelvianas, una anal y otra caudal. Su colar es verdoso o

azulado, más marcada en el dorso y en los flancas, can

el vientre plateada y una mancha oscura en el aperculo.

Las jóvenes poseen motas oscuras en la parte alta de los

flancos (Lozano, 1964). Las escamas están marcadas por

3



un grueso punto plateado. No tienen diferenciación

sexual evidente, aunque la hembra tiene la cabeza más

larga y menos redondeada que el macho y el cuerpo es

algo más alto y grueso,

Reproducción.

En la zona Mediterránea, las lubinas, alcanzan la

madurez sexual a los dos años las hembras y a los tres

años los machos, El periodo de reposo de su ciclo sexual

es de Marzo a Septiembre, teniendo el periodo de puesta

una vez al año, de Diciembre a Marzo. Este periodo se

corresponde con el más frío del. año (l1—14C) y parece

depender también de la luz (Cdl Morales, 1983>. La

puesta la realizan en aguas marinas cercanas a las

desembocaduras de los ríos. Los huevos son pelágicos y

miden 1-1,5 mm de diámetro. La duración del periodo

embrionario y larvario es variable y dependiente de la

temperatura. La larva en el momento de la eclosión mide

3,5 mm y está poco desarrollada (Chevrey, 1925; Jackman,

1954). Tienen un periodo de vida pelágico, permaneciendo

durante el invierno en el mar para acercarse a la playa

y penetrar en los ríos en primavera (Lozano, 1964).

Pégin~n alimenticio.

No tienen periodo de ayuno y alimentación bien

definido, aunque se alimentan menos de Octubre a

Febrero. Segun DAncona (1970> la composición fundamen-

tal de su alimento es : crustáceos y peces (Atlántica y

Mediterráneo) y moluscos (en menor proporción en el

Atlántico). Los crustáceos son preferentemente

decápodas, mis~dáceas y anfípedos y los peces clup~id~s.

Se han encontrado vestigios de vegetales en sus

estómagos (restos de plantas de fondos marinos> aunque

no se conoce su importancia en la dieta.
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Ramos y col. (1982) estudiaron y compararon los

índices de crecimiento y los factores de conversión

nutricionales en lubinas alimentadas con dieta natural y

con pienso artificial. Estos investigadores encontraron

que los ejemplares alimentados con dieta natural

mostraban una velocidad de crecimiento mucho mayor que

los que recibieron la dieta comercial. Este hecho

indicaba que el pienso carecía o contenía cantidades

insuficientes de los factores nutritivos esenciales para

el desarrollo normal de la lubina. Sin embargo,

curiosamente, algunos ejemplares que no presentaron un

crecimiento longitudinal adecuado, sí incrementaron

significativamente su peso. El hecho de que a lo larga

del experimento no se registrase ninguna mortalidad,

permitió a estos autores deducir que, aunque la dieta

artificial no era capaz de proporcionar crecimiento de

la especie, podría servir como ración de mantenimiento.

La diferencia más notable entre ambas dietas era

principalmente el alto contenido en proteínas (35,32 7.

en la dieta natural frente al 55>!. en la dieta comercial

en peso seco) y el contenido de carbohidratos (22,4% en

los piensos preparados y en la dieta natural practica-

mente nulo),

Aspectos fisiológicos.

Furihalinidad: La lubina es un pez eurihalino,

poco sensible a las variaciones de salinidad (Mateas,

íggo>• Lassere (1971> trabajó sobre la regulación de la

presión osmótica, de esta especie, en agua de mar y

dulce, desnostr~ndo que los cationes sodio y potasio del

plasma variaban dentro de unos limItes muy pequeñas.

Existe pues, un mecanismo reguladar sobre la

concentración de dichos cationes, bajo la dependencia de

una ATF—asa. Esta enzima desempeña un papel muy

importante en la osmorregulación de teleósteos, siendo

5



de especial significado en los peces eurihalinos y su

actividad varía dependiendo de la salinidad del medio,

incrementándose con la misma. Las lubinas pueden salir

directamente del agua dulce al agua salada pero el

proceso inverso debe hacerse por etapas.

huritermia: Los rangos de variación de temperatura

en oceános son menos significativos que en estanques o

estuarios, En el Mediterráneo varían de lO’ a 22 C y en

el Atlántico entre 8 y igc.

Esta

térmicos,

cre c i miento

invierno las

evitando así

adaptación a

relacionada co

lógico pensar

adaptación metabó

del comienzo de

crecimiento

especie parece ser sensible a los cambios

variando su índice de conversión y su

con la temperatura (Mateos, 1990>. En

lubinas adultas viven a mayor profundidad

las variaciones térmicas diarias. La

los cambios térmicos podría estar

n el funcionamiento endocrino aunque es

que haya, también! algun tipo de

lica. La temperatura es la responsable

la pubertad y de la rapidez de su

Ramos y col. (1~82) estudiaron también el índice

de crecimiento en relación con la temperatura.

Observaron que, por día, la cantidad de alimento

consumido y el incremento de peso, disminuía en

proporción directa al descenso progresivo de la

temperatura. Este hecho es facilmente comprensible va

que al ser los peces animales ectotermos, las

temperaturas invernales del agua del mar ralentizan su

metabclismo, disminuyendo la in~’esta de alImento y en

consecuencia el crecimiento de la especie.

Fototropismo: Tiene un fototropismo positivo que

hace que viva fundamentalmente en los primeros metros

e



del agua (3-4 m) y raramente a profundidades mayores (5—

8 m). Este hábito favorece asimismo la oxigenación, ya

que en esta zona existe un gran oleaje, con lo que la

concentración de oxígeno disuelto es elevada y

constante. También se ha observado que es muy importante

el ritmo nictameral en su reproducción.
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¡.2. ORGANIZACIóN MUSCULAR EN LOS PECES.

Los peces forman un grupo animal extraordinaria-

mente diverso, no sólo respecto a su evolución filo—

genética y a sus diferentes tipos de vida, sino también

a la gran variedad de ambientes que han colonizado. 1-lay

especies adaptadas a diferente temperatura, salinidad,

oxigenación, presión hidrostática, disponibilidad de

alimento, etc. • . Esto condiciona la existencia de una

mayor variación en las propiedades del tejido muscular

que las que se observan en otros grupos de vertebrados

inferiores (anfibios, aves y reptiles> y comparativa-

mente es muy poco lo que se sabe de sus propiedades

bioquímicas y contráctiles (Sohnston, 1982a).

El tejido muscular ocupa la mayor parte del cueroo

del pez y es el responsable de todos sus movimientos y

del mantenimiento de la posición. En la mayoría de los

peces, las fibras musculares del miotomo son básicamente

de dos tipos (esquema 1), facílmente distinguibles por

su color. Existe una fina capa superficial roja, que

cubre casi todo el resto de la masa muscular de color

blanco y cada una de ellas posee un tipo diferente de

fibras (Bone, 1985>.

Las fibras rojas son de pequeño diámetro,

funcionamiento aeróbico y están bien vascularizadas

(Diedzdrik y Hochachka, 1978>; poseen abundantes milo-

condrias y son ricas en mioglobina (Patterson y

Goldspink, 1972); almacenan lípidos y glucógeno y tIenen

gran cantidad de enzimas oxidativas y lipolíticas <Ecne,

1986>. Asimismo, muestran una reducida actividad de la

ATP-asa (Johnston y col., 1974). Estas fibras son ~as

que actuarían preferentemente durante la navegacién

lenta.
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Las fibras blancas son de gran diámetro, tienen un

funcionamiento anaerobio, están pobremente vasculariza—

das, con poca mioglobina (Johnston, 1982a; 1981>,

presentan un reducido consumo de oxígeno y tienen una

alta actividad miosín—ATF-asa. Almacenan glucógeno y

poseen mayor cantidad de enzimas glicolíticas que las

rojas, con mayor actividad fosfofructoquinásica y lác-

tico deshidrogenasa, lo que indica un alto potencial

glicolítico (Bone, 1986). Constituyen entre el 80 y el

95 7. de la musculatura del animal y se encargan de la

navegación rápida.

Aunque en algunos

estan interdigitadas, en

por lo que los requerimí

quedan bien diferenciados

de fibras. Así, el múscu

glicolitico, mientras que

producir glicolisis y

través del ciclo de los

forma las fibras roj

glicídicas y lipídicas,

utilizarían glucógeno

(Sone, 1978>.

casos ambos tipos de fibras

general, están bien separadas,

entos metabólicos del músculo

a nivel de los distintos tipos

lo blanco será exclusivamente

en el músculo rojo se podrán

oxidaciones mitocondriales a

ácidos tricarboxílicos. De esta

as consumirían las reservas

mientras que las fibras blancas

en cantidades más significativas

• e

Esquema 1.— Distribución de los tipos de fibras y estructura e inernci~n de las ¡~sia~ en e.

miotomo de peces teleósteos, (Tomado de Siology of fishes’ ~.Bone,996),
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Cada tipo de fibra posee diferente inervación. Las

rojas tienen inervación colinérgica distribuida,

mientras que la blanca podría tenerla bien distribuida o

bien focal (Bone, ige@>. La separación de sus funciones

se da a nivel de la cuerda espinal y parece probable que

la diferente activación de los sistemas se deba a

diferentes niveles de excitabilidad del conjunto de sus

motoneuronas o a diferentes vías neuronales (Hudson,

1973),

Se ha descrito un tipo de fibras intermedio que

se denominan fibras rosas (Johnston y col., 1977> con

una mayor actividad AT?—asa y una menor capacidad

oxidativa que las fibras rojas, Hudson (1973) describe

también un tipo de músculo en mosaico, con un 80—90% de

fibra roja, diferenciado de la línea lateral del músculo

rojo, que estaría relacionado con una función de

transición entre la velocidad de natación y la de

crucero

Las células musculares están adaptadas para

realizar trabajo mecánico por contracción unIdi-

reccional. Al igual sue en el resto de los vertebrados,

tienen un aspecto estriado al microscopio debido a las

miofibrillas que contienen (f’atterson y Goldspink,

1976), Las miofibrillas ocupan la mayor parte de la

fibra muscular y dejan pequeñas cantidades de

sarcoplasma que contiene los núcleos, el retículo

sarcoplásmico y las mitocondrias o sarcosomas. Un

sarcolerna polarizado rodea la fibra, que es activada a

nivel de la placa neuz-omuscular.

Las mlofibrillas son el resultado de la repetic::n

de los sarcómeros (unIdad fundamental). Al microscopio

electrónico muestran un aspecto de bandas oscuras y

claras que se alternan (esquema 2). La miofibrilla está

‘O



compuesta por filamentos gruesos y finos. Las bandas

claras (bandas 1) contienen sólo filamentos finos,

unidos a un disco delgado desde el que se extienden

<línea Z), que marca el límite entre cada sarcómero. Las

bandas oscuras (bandas A> son interdigitaciones de

filamentos gruesos y finos; en su centro tiene una zona

más clara <zona H) formada sólo por filamentos gruesos y

se divide en dos partes por una línea oscura <línea 10.

Banda 1 B.nds A Banda

Unas Z Zona N Un.. Z

M

Sncárn.ro

Miosin.
Actmn.

Línea 2 Inca Z

Esquema 2: Representación diagramática de la estructura de una ¡iofibrilla• (Tomado de

Eioquíaica de Dcvi ti, 198S>.

Los filamentos gruesos contienen preferentemente

miosina y los delgados actina, tropomiosina y troponina.

La línea Z contiene a actinina y la 14 creatinaqulnasa,

miomesina y proteína 14.

Durante la contracción, las bandas 1 se acortan a

causa del deslizamiento de los filamentos delgados hacia

la banda A y zona E, El fenómeno de la contracción se

basa en la actividad ATP—asa de la miasma que produce

la energía necesaria para el trabajo muscular (Johnston

y >toon, 1981; Johnston y col., 1975>,
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Los acontecimientos que tienen lugar en la

contracción del músculo se inician en el nervio motor

que transmite un impulso eléctrico al músculo, a la

unión neuromuscular, donde se litera acetilcolina. El

impulso se extiende sobre el sarcolema, que se

despolariza, lo que hace que entre Na~ a la célula y se

pierda K~. El túbulo transversal se despolariza también

y transmite el impulso a todas las miofibrillas de la

fibra. Esto hace que se libere Ca~4 que se une a la

troponína, la cual sufre un cambio conformacional

reconocido por la tropomiosina. Ésta cambia su posición

relativa con la actina, quedando expuestos los sitios de

fijación de la miosina. El complejo ATB-miosina se

convierte en ADE—Pí-miosina, que se combina con la

actina para formar actomiosina con la liberación de AL?

y Pi (Esquema 3>. Durante este ciclo sólo se gencia

fuerza mientras el puente de miosina está unido al

centro de fijación de la actina• (Van Pielsen, 1988;

Ferry, 1977).

—q

II Gj

Esquema ~: Esquema simplificado de la secuencia de acontecimentos que suceden durante la

con~raccion muscular para producir la hidrolisis del ATP en ADP. (Tomado de

‘Regulation of contractile activity in muscí? de St Ferry, 197fl.

La concentración de Al? existente en el núscu’c ~n

reposo es insuficiente para mantener una contracc:Dn

intensa y prolongada. La reserva er.er~et1ca en la

contracción es la fosfocreatina, que mediante la accIón

de la creatinaquinasa transfiere un grupo fosfato al AD?

para formar AIF.
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I.3.XETABOLISXO DE CARBOHIDRATOS EN PECES: GLICOLISIS

Las rutas metabólicas estudiadas en el metabolismo

intermediario de peces son similares a las de los

mamíferos, sin embargo existen diferencias en cuanto a

la presencia e importancia fisiológica de alguna de

ellas. El metabolismo de carbohidratos proporciona

energía, precursores para las reacciones biosintéticas y

potencial de oxido—reducción para convertir a los

precursores en intermediarios o productos finales para

su incorporación en los componentes celulares. Si bien

su principal función metabólica es la producción de

energía, hay que considerar que en estos organismos es

menos necesaria que en otras especies animales, debido

a que no deben mantener su temperatura corporal

constante, consumen menos energí a para mantener su

posición y el movimiento, eliminan sus desechos

nitrogenados como amonio y requieren menos energía para

la síntesis de proteínas (Lovel, 1979>. A pesar de lo

expuesto, es indudable que los peces necesitan energía y

serian los hidratos de carbono la forma más barata de

obtenerla, lo que hace que sea fundamental el estudio de

su metabolismo y su posible aplicación al diseño de

dietas.

Al igual que ocurre con las especies de agua

dulce, existe poca información acerca de las necesidades

y requerimientos de glícidos por los peces marinos. En

estos se han observado desórdenes graves (mortalidad,

hepatomegalia e hiperglucemia) como consecuencia de la

incorporación a la dieta de diferentes tipos de glícidos

en proporción que supere el 12% (Zamora y Bchet’arr~a,

1957>. Sin embargo, en lubina su supresión total en la

dieta (Alliot y col, 1979> produce menores incrementos

de peso y peor utilización de la misma.
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La dieta natural de los peces posee poca cantidad

de carbohidratos, aunque todas las especies estudiadas

han demostrado capacidad para utilizarlos como fuente

energética (Cowey y Seargent, 1977; Walton y Cowey,

1982). En salmónidos se han caracterizado enzimas

digestivas, como la cr—amilasa (Ushiyama y col., 1955> y

enzimas que hidrolizan los disacáridos (Nagayama y

Saito, 1969). Asimismo, Smith (1971> ha determinado la

eficacia relativa de absorción de carbohidratos

estableciendo el orden siguiente: Monosacáridos > disa—

cáridos > polisacáridos.

Una de las diferencias fundamentales entre peces y

mamíferos respecto al metabolismo de carbohidratos, se

refiere a la regulación endocrina, ya que se ha descrito

que en los peces hay una intolerancia a la

administración de glucosa por vía oral (Epple, 1969>,

que es comparable a la intolerancia sintomática de la

diabetes en mamíferos. Debido a que la característica

del estado endocrino en peces es el hipoinsulinismo,

Palmer y Ryan (1972) y Thorpe e mce <1975> han

propuesto que los niveles de Insulina en trucha están

regulados, no por la glucemia sino por los niveles de

aminoácidos en sangre.

Diversos autores han observado que la glicolisís

es operativa en diferentes tejidos de peces (¡<no>: y col,

1980; Hochachka, 1968; Freed, 1971). Utilizando varías

especies (trucha, platija y bacalao) Knox y col. <l9$Ú~

comprobaron que todas las enzimas de la ruta glicolítica

son operativas en los diferentes tejidos con el orden

siguiente : Músculo > corazon cerebro > riflér~ =

branquias > hígado. Si bIen, la actividad de las enzims

de la glicolísis son notoriamente interiores a la de

mamíferos.

14



En la secuencia glicolítica hay tres pasos enzimA—

ticos fisiologicamente irreversibles, que son los

catalizados por la hexoquinasa (MX), fosfofructoquinasa

(PFK) y piruvatoquinasa (PK). Estas tres reacciones

exclusivas de la glicolisis constituyen barreras

energéticas que impiden que el proceso pueda tener lugar

en el sentido inverso. En la gluconeogénesis estos pasos

se soslayan por la glucosa—6 fosfatasa, fructosa—1,6—bi—

fosfatasa y la actividad combinada de la piruvatocarbo—

xilasa y la fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa respectiva-

mente.

La HK, enzima que cataliza la etapa inicial de la

utilización de glucosa, tiene una actividad muy débil en

todos los peces en relación con las restantes enzimas

glicolíticas (Mc Leod, 1953, Diezdrizic y Hochachka,

1978>. Fideu y col. (1983> observan que en el hígado de

lubina la actividad de HK es menor (25 veces) que la

correspondiente a la PFK, que a su vez es menor (20

veces> que la actividad de la PK. La baja actividad de

la 1-1K, junto con el pequeño valor de su Km podrían ser

un índice de la escasa utilización de la glucosa y la

baja velocidad glicolítica en peces. La mayoría de los

animales, tienen en el hígado una glucoquinasa inducible

(ER IV) que tiene especificidad por la glucosa. Se han

detectados isoenzimas diferentes de HK en peces, pero

ninguna correspondiente a la glucoquinasa. La ausencia

de actividad glucoquinásica junto con las característi-

cas de la HK en peces, mencionadas anteriormente, es lo

que podría producir una acumulación de glucosa al

alimentarlos con dietas ricas en carbohidratos. (Valton

y Cowey, 1982; Dobson y col., l987~

En cuanto a la PFK, Shibata (1977) señala que los

animales acuáticos, en general, presentan una actividad

baja en relación con las restantes enzimas glicolíticas,
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lo cual implicaría que como en la mayoría de los

organismos, la PFK podría ser el principal punto de

control de la glicolisis. La glucosa llega muchas veces

ya Losforilada a la vía glicolítica con lo cual esta

sería realmente la primera enzima control de la ruta,

La débil actividad de la triosafosfato isonerasa

marca otra diferencia notable del metabolismo en peces

(Nichols y col., 1976; Mc Leod y col., 1963), que podría

traducirse en una velocidad más reducida de la

glicolisis, ya que en peces, como en mamíferos, la

proporción de dihidroxiacetona fosfato es mucho mayor

que la de gliceraldehido—3-fosfato (sustrato útil para

la continuidad de esta ruta). Por otro lado las

variaciones en los niveles enzimáticos, causados por los

cambios estacionales, en gliceraldehido—3-fosfato desht—

drogenasa, podría indicar, asimismo, un cierto papel

regulador de esta enzima en el proceso glicolítico en

peces <Shibata, 1977>.

Otra de las posibles vías de utilización de la

glucosa es el ciclo de las pentosas fosforiladas. Es

activa en hígado y riñón de varias especies de peces,

presentando en hígado de lubina una actividad alta

(Bautista y col., 1984) y provee el poder reductor

(NADEE) necesario para la biosíntesis de lípidos. Se ha

observado actividad de esta vía en eritrocitos de perca

amarilla (Bachand y Leray, 1975>; necesaria también rara

la reducción del glutation que proporcione una adecuada

protección de la hemoglobina e impida la acumulación de

metahemogí obina

• Influencia de la temperatura.

Como ya hemos indicado, los requerimientos de

energía en los peces, por ser ectotermos, son inferiores
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a los de los mamíferos y otros organismos homeotermos,

los cuales tienen que mantener constante la temperatura

de su cuerpo.

En los animales ectotermos la temperatura varia en

relación con la del medio en que se encuentran, lo que

hace que la contribución de las diferentes vías meta-

bólicas, la velocidad de algunas reacciones metabólicas

y la participación de los distintos sustratos para la

producción de ener8ía, se vean afectados por la

temperatura del ambiente.

Las reacciones metabólicas están controladas no

sólo por el cambio de temperatura, sino por la magnitud

y el sentido de dicho cambio. Un notable y súbito

aumento de la temperatura puede ser letal debido a un

desequilibrio en el transporte de los gases respí—

ratorios• Sin embargo, una pequeña variación de este

parámetro es mucho menos traumática, teniendo estos

organismos capacidad de aclimatación dentro de un amplio

rango térmico (20-30C) con variaciones de PC por día.

En relación con la influencia de la temperatura

en el metabolismo de hidratos de carbono existe cierta

controversia, los primeros estudios realizados indicaban

que a temperaturas elevadas la gluconeog~nesis y la vía

de las pentosas fosforiladas son mucho más efectivas ou~

la glicolisis, la cual permanece constante o ligeramen~—

disminuida (Hochachka, 1968). Por el contrario, estudias

realizados por Freed (1971> en músculo de carca,

parecían mostrar una reducción de la actividad

glicolítica a bajas temperaturas. Datas más rec:entes

IndIcan •Rue la glicolisis, en músculo de trucúa y

dorada, es fuertemente activada en la adaptación a baas

temperaturas (Yamawaki, 1983; Phelan y Cray, 1984>. Sin

embargo, Seibert (1985) observó en hepatocitos aislados
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de trucha, claras diferencias en la producción de

glucosa y en el metabolismo del glucógeno, controlados

por cambios térmicos de manera semejante a la descrita

anteriormente por Hochachka <ígea>.

Se define como “óptimo térmico” el intervalo de

temperatura en el cual los valores de la Km son mínimos

dentro de los márgenes fisiológicos de temperatura para

las especies, de tal manera que la enzima presente la

máxima afinidad por su sustrato a temperaturas que

coinciden con las del entorno del animal; lo que parece

tener un significado regulador.

Asimismo, en el caso de los organismos ectotermos,

la temperatura puede jugar un papel análogo a un efector

positivo sobre las enzimas reguladoras aumentando su

afinidad. Una consecuencia importante de esta respuesta

a la variación térmica es que a bajas concentraciones de

sustrato, la actividad catalítica es mayor a bajas tem—

peraturas• Cuando la concentración de sustrato es

superior al valor de la Km la actividad catalítica es

mayor a altas temperaturas. Estas propiedades son

importantes para el control metabólico durante las

fluctuaciones térmicas ambientales de los ectotermos, ya

que les proporciona un mecanismo por el cual la

velocidad de reacción puede desarrollarse relativamente

independiente de la temperatura, al menos bajo condi-

ciones limitantes de sustrato (Hochachka, l9’53).

Parece ser que evolutivamente las enzimas de

organismos acuáticos se han adaptado a la temperatura

por una serie de mecanismos como: máxima afinidad para

los ligandos a temperaturas correspandientes can el

hábitat natural; baja energía de activación para

compensar las bajas temperaturas; un “óptimo térmico’

que conduce a velocidades máximas y propiedades
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reguladoras independientes de la temperatura. Se ha

sugerido que el primer mecanismo citado, que es el más

característico, es el más operativo tanto en procesos de

evolución como en procesos largos de aclimatación. En

este último proceso se encuentran implicados al menos

dos mecanismos de control: el nivel de isoenzimas

preexistentes en la célula y la funcionalidad de las

mismas, adecuadas al intervalo de temperatura ambiental.

Las interacciones enzima modulador, y en particu-

lar enzima—adenilato, parecen ser menos dependientes de

la temperatura, con el fin de mantener el nivel de

actividad enzimática, lo cual parece lógico ya que los

adenilatos son sustratos comunes para muchas enzimas y

por lo tanto muy poco específicos. Sin embargo, para

otros moduladores más específicos, si se ha encontrada

variación con la temperatura.

De todo lo expuesto anteriormente se puede decir

que las enzimas de los peces muestran marcadas diferen—

cias con las de los mamíferos.

- Importancia de la glicolisis en la función muscular.

El metabolismo anaerobiótico en peces es cualt-

tativamente diferente al de los mamíferos (Bilinskl,

1975>, Algunos autores han demostrado que durante la

anaerobiosis se produce CO2 y NH~~’ y pueden utilizar

además las proteínas para desarrollar energía para st

trabajo muscular • Resistir la anaerobiosis es muy im-

portante en el ciclo biológico de algunas grupos de

peces. Diedrizic y Hochachka (l973~ explicaran la lenta

velocidad en la acumulación del lactato abservada en el

músculo blanco de algunos peces, como la carpa, durante

la hipoxia, mediante la existencia de vías alternativas

anaeróbicas además de la glicolisis, como ocurre en el
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músculo de numerosos organismos anaerobios facultativos.

Jolinston (19’75a) lo justifica considerando que los

carbohidratos y los aminoácidos se usan simultáneamente

dando gran variedad de productos finales.

En el trabajo de alta intensidad <anaeróbico>

realizado por el músculo blanco de los teleósteos se

utilizan tres fuentes de energía endógena (glucógeno,

fosfocreatina y AIF) aunque las interacciones entre las

vías metabólicas que las movilizan no están aún bien

estudiadas <Hochachka, 1985>

Distintos autores han descrito que durante tiempos

cortos de intensa actividad muscular se produce una

rápida formación de AIF, acompañada de un proceso

anaeróbico de hidrólisis de fosfocreatina y glucogenolí—

sis, aunque todos estos fenómenos dependen de la

intensidad y de la duración de la contracción, de los

mecanismos de regulación que controlan el flujo

glicolitico y de la resistencia específica de cada fibra

muscular a la fatiga. Tradicionalmente, en el estado de

fatiga debido a un trabajo intenso, estos cambios se

asociaban a la acumulación de iones hidronio. For el

contrario, Dobson y col. (1987> consideran que la

disminución del pH intracelular en el músculo de peces

en ejercicio no afecta al funcionamiento de las enzImas

glicolíticas, como por ejemplo la fosfofructoquinasa•

En la fatiga (incapacidad para mantener una

velocidad ligeramente superior a la velocidad máxima del

estado estacionario en condiciones acróbicas> parece

claro que los puntos de control en la ruta glícolítica

son la HE, PK Y PFK• En reposo no se observa la

capacidad reguladora de la HE, pero en la fatiga la OC?

disminuye mucho, lo que produce una desinhibición de la

actividad hexoquinasa. También se observa que hay un
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aumento de la F6P y una disminución de la F-1,6-P~, ya

que la F6F se produce más rápidamente de lo que puede

transformar la ?FK. También se ha relacionado la fatiga

con una mayor inhibición de la ?FK por al ATP al

disminuir el pH, pero parece poco probable ya que en

peces en este estado hay una disminución notable del AIF

en comparación con el resto de vertebrados y además se

incrementa mucho la concentración de moduladores

positivos de la enzima (Dobson y col, 1987).

En salmónidos en el momento de la estenuación (im-

posibilidad del pez para mantener cualquier velocidad

dada) no se observa ningun punto de control porque hay

un descenso muy pronunciado de todos los intermedIarios

glicolíticos y de nucleótidos de adenina (Dobson y col,

198?; Dobson y Hochachka, 1987).

Se ha observado que durante el funcionamiento

muscular hay dos fases en la producción de lactato y

protones relacionados con los períodos de deplección del

ATP (trabajo> y de recuperación del Al? (recuperación

muscular) y ambos coinciden con períodos de flujo

glicolítico en el músculo blanco de peces (Dobson y

Hochachka, 198?). Se cree que la estimulación gliccl’i-

tica se realiza vía activación de la fosfofructoquinasa.

piruvatoquinasa y gliceraldebldo 3 fosfato deshidrogena-

sa. Tanto el AIF como la fosfocreatina inhiben estas

tres enzimas y su concentración disminuye con el trabalo

muscular

Como ya hemos indicado, los estudios realIzadaE

sobre el metabolismo de músculo blanco de peces dur2nt~

el ejercicio muestran tres fuentes potenciales de

generación de energía. De la movilización anaeróbica de

estos compuestos se producen al menos seis metabolitos

mayoritarios: anión lactato, protones, amonio, creatina,
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Pi e IX? (Dobson, 1986; Farkhouse, 1986; Dobson y Hocha—

chka, 1986).

*100s 2 hrt~to

2ADP+2Fi 2ATP*2F~O

“os,—

A1P~s~
— — — ——- 2k

2A~4P~2k~D 2’4P~’4j ~
2~JH.5t

C.sarnw,asa

* VP • ~‘4TI&A

/

-‘9sra

£‘~ Sa

Esquema 4; Resumen del metabolismo anaerobiótico en músculo y formación del MP a partir de

la creatina fosfato (Tomado de ‘Role of glycolysis in adenilate depletion md

repletion durin~ york md recovery is teleost tite musclC de Qobson ~ Yoc~achkm,

997)

La acumulación de al menos tres de estos productas

finales tienen gran importancia , ya que el Fi y el

amonio son conocidos activadores de la PFK (Dobson y

col., 1986), mientras que el IMP puede ser un activador

de la glucogenofosforilasa b• Estos productos por si

mismos pueden incrementar la glicolisis para productr el

ATF que es necesario para seguir nadando.

También la alanina y el malato se producen cama

productos finales (Hochachka, i985~ aunque son mlnarlta—

ríos, pero su acúmulo puede producir modificaciones en

las concentraciones de productos intermediarios del

ciclo de ¡<reUs.
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Hochachka y col. (1975> proponen, en músculo rojo

de trucha, un mecanismo que implique la reducción de

fumarato acoplada con un sistema de transporte de

electrones y/o la movilización de glutamato vía a—ceto—

glutarato a succinil—CoA. Ello supondría una ventaja

energética sobre la glicolisis clásica, ya que se

obtiene una producción extra de moléculas de ATP• En

músculo blanco no se ha encontrado aumento del

succinato, aunque si un ligero aumento de la con—

centración de alanina como producto final. Estas dife—

rencias se piensa que puedan

mitocondrial (la relación de

rojo y blanco es de ‘7 a 3>

Johnston, 1981>.

ser debidas al contenido

mitocondrias entre músculo

(Yamawaki, 1983; Waskoma y

Durante la recuperación, sigue existiendo lactato,

aunque aumenta el glucógeno debido a que el músculo

ocupa la mayor parte del organismo y se difunde desde el

plasma la glucosa procedente del hígado (Bandalí y

Daxboeck, 1982). Esta alta disponibilidad de sustrato

favorece la glicolisis en el músculo blanco en el

periodo de reposo, de acuerdo con el siguiente esquema:

glucógeno

-4 glucosa

del hígado -* glucosa del

del plasma -* metabolismo

hígado

muscu lar

Se

actividad

al mace nar

podría decir que todo este incremento en

de la glicolisis se debería a la necesidad

ATE para la contracción muscular

la

de
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1.4. PIRUVATOQUINASA

La piruvatoquinasa (AIF: piruvato—2—fosfotrans-

ferasa, E.G.2.7.l 1.40) es una enzima clave en el

metabolismo, que cataliza la reacción entre fosfoenol—

piruvato (FE?) y AD?, dando piruvato y AIF.

FK

FE? + AD? -——-* piruvato + AIF

Responsable del mantenimiento de un balance

dinámico entre glicolisis y gluconeog~nesis, su papel

regulador aparece claramente cuando se considera su

posición en el conjunto metabólico celular: por una

parte, produce energía durante el catabolismo de la

glucosa, y por otra puede considerarse como única vía

entre dos compuestos, FE? y piruvato, localizados en

puntos claves del metabolismo. A este respecto, se debe

tener en cuenta que la FK, enzima clave en la

encrucijada metabólica del FE?, puede jugar un papel

importante además en la formación del ácido Dirúvtco

procedente de las trto~as fosfato que a su vez, también

se pueden originar en la ruta de las pentosas tosfato.

La PK ha sido descrita como una de las enzimas

reguladoras del metabolismo glucídico en diversos

organismos y tejidos de mamíferos, tSeubert y Schoner,

1971), peces (entre los que se encuentra la lubina)y

aves (Guderley y Cardenas, 19$Oa; Fideu y col, 1985c,

1985>, bacterias (Cornish y Johnson, 1971>, mastocitoma

(Ngo y col., 1963). Esta enzima cumple con dos criterios

para considerarla reguladora ya que cataliza una

reacción irreversible, con un gran descenso de energía

libre, y su actividad es modificada por compuestas que

no guardan relación estructural con el sustrato. Este
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papel regulador implica que esté sometida a numerosos

mecanismos de control (flixon y Webb, 1979).

Las actividades de la FR y la FFK estan

ampliamente coordinadas mediante un acoplamiento entre

los productos y sustratos de ambas. El ADF producido en

la reacción catalizada por la FFK es uno de los

sustratos de la FK y a su vez el ATP que se produce en

la reacción catalizada por esta enzima es el sustrato de

la FFK. Además la F—i,6—F~, producida en la reacción de

la fosfofructoquinasa es un notable activador de la FK.

La mayoría de las piruvatoquinasas de mamíferos

están constituidas por subunidades con un peso molecular

de 50.000 a 60.000 daltons, siendo generalmente la forma

activa un tetrámero (Hall y Cottan, 1978; Munday y col,

1980>. Se han descrito también formas activas triméricas

y pentaméricas (Oiles y col., 1976a>, e incluso de un

grado de polimerización mayor (Reinhart, 1983; Sand,

1984)

En relación con sus propiedades catalíticas la

piruvatoquinasa, cono todas las quinasas, transfiere

grupos fosfato, siendo mayor la especificidad con et

sustrato donante (FEF) que con el aceptor (AD?) (Kayne.

1973; Munday y col., 1980).

La sensibilidad de la piruvatoquinasa a varios

cationes ha sido postulada como mecanismo de control

Así, la enzima requiere no solo cationes divalentes como

el magnesio o el manganeso, sino también monovalentes

como el potasio o el amonio para su actividad <Abbe y

Yamoda, 1982; Leon y col., 1982; Sehn y Eryant, 1980;

Ainsworth y Ncfarlane, 1973). En algunos casos ambas

tipos de cationes actúan como activadores (Hunsley y

Sulter, 1969; Ainsworh y Mcfarlane, 1973). Algunos
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autores proponen como verdaderos sustratos de la

reacción las formas queladas de magnesio y nucleátidos

<Kayne, 1973; Xunday y col. , 1980)

Se ha descrito que la modulación de la actividad

de esta enzima en mamíferos es debida a un proceso de

fosforilación—desfosforilación (Engstron, 1978>. Este

efecto también se ha observado en piruvatoquinasa de

mejillón (Ibarguren y col. , 1989) y parece muy probable

que pertenezca al grupo de enzimas cuya actividad sea

regulada por fosforilación balo la influencia del

adenosin monofosfato cíclico (AXFc); siendo más activa

la forma fosforilada que la desfosforilada.

Al igual que en otras enzimas glicoliticas, la

regulación de la actividad de la piruvatoquinasa se

puede ejercer mediante la existencia de diferentes

formas isoenzimáticas. En tejidos de mamíferos se han

descrito cuatro isoenzimas de PK (Cardenas y col., 1975;

Hall y Cottan, 1978; Imamura y Tanaka, 1982), designadas

como 14 (14), K (l6>, L y E. Estas isoenzimas difieren en

su distribución en los tejidos y en sus propiedades

cinéticas, reguladoras e inmunológicas (Cuderley y col.,

1989). Cinéticamente las isoenzimas de FR entran en dos

grupos (Moss, 1982), la 14 presenta cinética michaeliana

mientras que las otras tres son alostéricas. Estructu-

ralmente todas son tetrámeros, existiendo homopolímeros

de todas, excepto en la R <mayor componente de

eritrocitos) (Peterson y col., 1974). La L (mayar

componente del hígado) es fuertemente regulable y

muestra cinética sigmoidal respecto al PEE, inhibicIón

por ATB y alanina y activación por F-l,6—F2. La 1< <mayar

componente de riñón) muestra curvas de saturaciin

ligeramente sigmoidales respecto al PSP, se inhibe par

alanina y se activa por F-l,6-F2. La 14 (músculo -v
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manifiestacerebro> tiene cinética hiperbólica y no

propiedades reguladoras (Noguchí y col. , 1986

En peces, el tipo 14 ha sido descrito en músculo

esquelético y cardiaco de salmón, aunque es la forma 1<

la que predomina en el resto de los tej idos (Moon y

Hulbert, 1980; Guderlay y Cardenas, 1930 U). Sin embargo

estudios sobre FK de músculo rojo de esturión y carpa

muestran un comportamiento semejante a la isoenzima L de

mamíferos (Randall y Anderson, 1975; Johnston, 1975).

Las isoenzimas de piru

muestran importantes diferencias

los mamíferos, Generalmente la

tivada por F-1,6—F~ y presenta

respecto al FE? <Noon y Hulbert,

Anderson, 1985; Sand, 1983>. Es

respecto al PEE de la ETC de

inferiores (peces, anfibios y

1980> son probablemente un gra

la regulación de la glicolisis d

vatoquinasa de peces

comparadas con las de

FR de músculo, es ac-

coeperatividad positiva

1980a y b; Roberts y

tas características con

músculo de vertebrados

reptiles) (Munday y col.,

n soporte fisiológico para

e estos animales. Por el

las isoenzimas

sometidas a una menor regul

son activadas por E—le—E

en anguila americana

Hulbert, 1930b) no se

ningún efector, Así, la

esta enzima sobre la gí

tendría significado en

desempeña este órgano en

contrario de hígado se encuentran

ación; en algunas especies

2 (Somero y Hochachka, 1963

(Anguilla rostrata) (Meon

ha encontrado sensibilidad

teoría del control que eje

uconeog4nesis en el higado

estas especies El papel

los mamíferos, en la regulac

no

) N~

y

a

rae

no

que

ión

del balance de carbohidratos,

sea realizado por otro tej

músculo rojo (Hulbert y Moon,

puede ser

ido, como

1978>.

cus en los peces

podría ser el

Como se ha citado, la piruvatoquinasa de músculo

de peces es activada por la E—l,6—P2, a diferencia de lo
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observado en vertebrados superiores (aves y mamíferos)

(Zammit y col.,

revertir la inhibició

(Munday y col., 1960>,

la falta de activació

superiores se debe

circulatorio doble

sistema eficiente

Por otra parte, ot

2,6 bifosfato, ha

1978>. Este efecto es suficiente para

n de sus moduladores negativos

Zamnit y col. (1978) postulan que

n por la F—1,6—F~ en vertebrados

a la aparición de un sistema

y completo que forma parte de un

para suministrar oxígeno al músculo.

ra hexosa bifosforilada, la fructosa

mostrado también un efecto activador

sobre la piruvatoquinasa de algunos

Scaftingen y col. 1985 y Miyatake y col.

su efecto no ha sido aún estudiado en los

orí genes

íQSe)

peces.

(Van

aunque

Para la piruvatoquinasa de músculo esquelético de

peces e invertebrados marinos, se ha descrito inhibición

de tipo competivo mixto respecto al PEE por

fenilalanina, alanina y valina <Johnston, 1975; Munday y

col,, 1980). Otros inhibidores descritos son el ATE

(Guderley y Cardenas, 198Gb; Kayne, 1973), fosfato de

creatina y fosfato de arginina (Kemp, 1973; Munday y

col., 1980; De Zwaan y Ebberink, 1978>.

El pH óptimo de esta enzima, en peces, se

encuentra dentro del intervalo de 7 a 3 (Pandalí y

Anderson, 1975; Johnston, 1975 U; Fideu y col., 1985c>,

La activación por E-l,6—P~ según Somero y Hochachka,

1968, no depende del pH en un intervalo de 6,5 a 7,5;

aunque por el contrario, en músculo blanco y rojo de

anguila (Pandalí y Anderson, 1975> y en hígado de lubina

(Eideu y col., 1985c), si se ha observado una

dependencia del efecto activador de este compuesto al

variar el pH. La acción de los inhibidores AIF y

fenilalanina parece que tampoco se modifica por el

cambio de pH (Moon y Hulbert, 198Gb).
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Como ya se ha señalado la temperatura actúa como

un modulador en los organismos ectotermos. En

piruvatoquinasa de músculo de esturión se ha observado

una disminución en el coeficiente de Hill respecto a PEE

cuando decrece la temperatura (Randalí y Anderson,

1975>, al igual que ocurre en otros organismos

ectotermos (Guppy y Hochachka, 1979). La piruvatoquina-’

sa de músculo blanco de anguila también presenta un

aumento de la afinidad respecto al mismo sustrato a

temperaturas bajas dependiente del pH (?oberts y

Anderson, 1985> , En hígado de lubina se ha observado que

aumenta la afinidad y la cooperatividad al disminuir la

temperatura respecto al FE? y no presenta termorregula-

ción respecto a su otro sustrato, ADE (Fideu y col,

1986). Normalmente el efecto de la temperatura sobre

los diferentes moduladores de la piruvatoquinasa no es

muy marcado. Esta independencia de los efectores

respecto a la temperatura sugiere que estos controles de

la actividad piruvatoquinásica son igualmente activos

dentro del intervalo de temperaturas del hábitat normal

de estos animales (Somero y Hochachka, 1968).

En general, un análisis de los datos cinéticos de

la EK de diferentes tejidos de peces revelan

cooperatividad con el sustrato FE? y propiedades

reguladoras semejantes a las encontradas en los tipos

FK-K y PK-L de mamíferos; también Gaitan y col (l98~

observan una forma híbrida ¡<—14 para eritrocitos de

trucha y Fideu y col. (1986) en hígado de lubina

describen unas propiedades cinéticas y reguladoras

similares a las de la clase L de mamíferos aunque posea

también algunas características de la forma K Esto

podría indicar que la PR de peces probablemente tenga

propiedades estructurales que sean reminiscencias del

precursor evolutivo de las tres isoenzimas de mamíferos

(Guderley y Cardenas, 198Gb>.
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¡.5. FOSFOFRUCTOQUINASA.

La fosfofructoquinasa (PFK) (AIF: D—fructosa-6--

fosfato 1 fosfotransferasa EC, 2.7.11.1> cataliza la

fosforilación de la F6F mediante el AIF para formar

F’1,6Pz y ADE. Esta enzima juega un papel central en la

regulación de la glicolisis en la mayoría de los

organismos estudiados (Bloxhan y Lardy, 1973; Uyeda,

1979; Sols y col.; 1981>.

En estos últimos años los conocimientos sobre

FER han sufrido notables cambios debido

descubrimiento de la F-2,6—F2 descrito como el

notable activador de la enzima. A la luz de

descubrimiento se han definido otras dos formas

máticas con actividad fosfofructoquinásica que cat

reacciones distintas a la anteriormente citada, a

también se denomina ?FK—l:

la

al

más

este

e nz i —

al ~ z .3 n

la que

- PFK—2 (ATP: D—fru

ferasa) <Furuya y Uyeda,

1983; Hue y col. , 1981>

formación de E—2,6-E’2 a

enzima bifuncional, con

encarga de su degradación,

ctosa—6—fosfato 2 fosfotrans—

1981; Van Schaftingen y Hers,

que es la responsable de la

partir de EGE y AIF. Es una

actividad F—2,6—F=--asa que se

-FF,.—PFK <pirofosfato: D-fructosa--6-fosfato 1 tos-

fotransferasa> que cataliza la formación de E—l,6—P~ a

partir de FC? y FF~ en las plantas y en algunas

microorganismos (Feeves y col,, 1974; Nacy y cal,

Carnal y Back, 1979>,

En determinadas circunstancias

llegar a la glicolísis ya fosforilada,

algunos autores consideren a la fosfof

la primera enzima clave de esta ruta,

la glucosa puede

esto ha hecho que

ructoquinasa, como

capaz de regular
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su flujo según las necesidades energéticas de la célula.

Este papel regulador de la enzima, ya se sospechaba en

1943, cuando Elgerhart y Sakov vieron que el efecto

Pasteur se debía a la inhibición aeróbica de la reacción

catalizada por la FFK, Estudios previos de Cori (1942)

ya habían indicado el papel limitante de esta enzima

sobre la actividad glicolitica.

La FFK de peces, se comporta en líneas generales

como la de mamíferos aunque muestra diferencias

cuantitativas y cualitativas en cuanto a la acción de

sus moduladores y sobre todo a su termorregulación.

(Freed, 1971; Houston y col. , 1970; Jorgesen y Nustafa,

1980; Jensen, 1981; Leaver y Burt, 1989).

La mayoría de las FFK están constituidas par

subunidades de peso molecular 85000 + 5000, siendo

normalmente activa cuando se encuentra en forma de

tetrámero e inactiva en su forma dimérica (Frieden y

col., 1976>. Estas subunidades pueden asruparse formando

polímeros que exceden del millón (Dunaway, 1973>, e

incluso se han encontrado diferentes tendencias a formar

agregados de la enzima en distintos tejidos de un mismo

organismo (Uyeda, 1979>. Petigrew y Frieden <lG7Oa y b~

proponen que las formas activas e inactivas corresponden

a formas no protonadas y protonadas respectivamente.

Se sabe que para muchos vertebrados la FER

purificada de músculo esquelético posee una disgregaclin

de tetrámeros a dímeros a medida que disminuye el pH

bajo unas determinadas condiciones de temperatura

Cuando hay una alcalinización en el medro los dímeras se

agrupan en tetrameros Esto ha dado lugar a que diversas

autores (Hand y Somero, 1983, 1984; Hand y Carpenter,

1986), postulen una regulación “in vivo” de la PER

dependiente del pH. Otros autores (Dobson y col. , 1986;
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Hesterberg y Lee, 1982; Luther y col. , 1983) afirman que

cualquier modulador que incremente la relación de formas

de la enzima desprotonadas a protonadas puede ser de los

más efectivos en conservar el equilibrio alrededor de la

forma tetramérica. La temperatura puede influir en la

agregación de las subunidades <Eand y Somero, 1983,

1984> así como la concentración de la enzima (Bosca y

col., 1985).

En relación con sus propiedades catalíticas, la

PFK, como todas las quinasas transfiere grupos fosfato,

siendo mayor la especificidad con el sustrato aceptor

(?6F> que con el donante <AIF). A pesar de la gran

especificidad por la Fe?, la FFK tiene capacidad para

fosforilar ótros azucares (Bloxhan y Lardy, 1973), y

puede usar una gran variedad de nucleótidos trifosfato y

donantes fosforilados en su reaccion catalítica. Todas

las reacciones de transferencia que afectan al AIF

requieren un complejo de ATF—ión covalente, que normal-

mente es el verdadero sustrato. El ión más efectiva

suele ser el catión Mg~

Es característico de esta enzima la inhibición por

ATF, la cual fue descubierta por Lardy y Parks (1956)

en músculo de conejo siendo después observada en la

mayoría de las tosfofructoquinasas (Bloxhan y Lardy,

1973; tTyeda, 1979; Sols y col., 1981). Sin embargo, la

sensibilidad de la enzima difiere según el origen de la

misma La PFK de hígado de mamíferos (L o E) es mas

sensible a la inhibición por AIF que la de músculo (M o

A) y cerebro (E o C), siendo esta última casi insensible

(Vora y col., 1985a y b). Además, en fosfofructoquinasas

de algunos microorganismos no se ha observado inhIbición

(Perdindandus y Clark, 1969; Doelle, 1972) y tampoco en

eritrocitos de trucha (Gaitan y col., 1989), El efecto

inhibidor del ATP parece ser debido en su mayor parte al
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ATPt libre, ya que en la mayoría

estudiados, el MgATF3 , que a su

inhibición, es el verdadero substrato

y Lardy, 1973; Uyeda, 1979; Sola y

organismos es un inhibidor más

MgATF~ (Faetkov y Lardy, 1957;

que se ha comprobado en peces

Jensen, 1981; Leaver y Burt, 1981

(Mavis y Stellwagen, 1970) y

(Peinhart y Lardy, 1980 a) es

descrito que el Kg~ libre elimí

del ATF~ y/o MgATF~ (Bloxhan

de los organismos

vez puede ejercer

de la FFK (Bloxhan

col. , 1981; Sand,

1981a; Cronin y col., 1987). El ATFt en algunos

potente que el complejo

Otto y col., 1974), lo

(Fideu y col. , 1985a;

mientras en levaduras
en músculo de rata

al contrario. Se ha

na el efecto inhibidor

y Lardy, 1973; Uyeda,

1979; Turner y Turner, 1980; Fideu

La inhibición producida por el AIF es claramente

dependiente del pH <Bloxhan y Lardy, 1973; Uyeda, 1979).

En FFK de músculo de conejo hay menor inhibición a pH

alrededor de 7,1; débil entre 7,5 y 8,5 y a partir de

8,5 no hay inhibición (Jenser y Gesser, 1980, Nicholís y

col., 1976), Sin embargo, este efecto es el opuesto en

microorganismos y levaduras (Bongly y col• , 1968; Isaac

y Rbodes, 1985 a y b>. En hígado de lubina no se ha

observado variación (Fideu, 1985).

característico de la FFK, el efecto

cooperativo que

concentraciones

1965; Bloxhan y

sigmoidal se tra

no inhibidoras

interdependencia

une a su sitio

FC?, también se

aumento del

la FC? produce sobre la cinética a

inhibidoras de AIF (Atkinson y col,

Lardy, 1973; Uyeda, 1979), La cinética

nsforrna en hiperb&lica a concentraciones

de AIF, lo que parece indicar una

entre ambos sustratos cuando el Al? se

regulador. Esta unión cooperatIva de la

ve afectada por el pH, de manera que un

mismo produce una disminución de la

cooperatividad y un incremento de la afinidad de

y col., 1985b>.

lambí e n es

la
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IJyeda, 1979;enzima por la F6F (Bloxhan y Lardy, 1973;

Jensen y Geseer, 1980>.

Como ya se ha

de polimerizacion de

su concentración

comportamiento de la

efectores cuando se

gicas de enzima o co

estudios “in vitro”

concentraciones de

disminuye la inhibic

Leaver y Eurt, 1981)

<tJyeda, 1979, Boxhan

mencionado anteriormente, el grado

la enzima puede ser dependiente de

(Hofer y Kristek, 1975) y el

FFK varía respecto a sus sutratos y

estudia a concentraciones fisioló-

n ella diluida (como es usual en los

<Hosca y col,, 1985), A altas

enzima no se produce, o bien

ión por ATFt— (Bosca y col., 1985;

y aumenta la afinidad por la FG?

y Lardy 1973).

Algunas enzimas de distintos origenes

curvas de saturación bifásica para uno

sustratos, entre ellas la FFK de eritrocito

<Lee y col., 1973>, semilla de guisante (Kelly

1971), hígado de lubina (Fideu y col., 1935b),

myces violaceoruber (Sabater y De la Fuente,

eritrocitos de trucha (Gaitan y col,, 1983)

presentan

o ambos

s humanos

y Turner,

Strept o-

1974) y

Para explicar este hecho se han proruesto varias

teorí as:

1.— La existencia de una transición de coape-

ratividad negativa a tajas concentraciones del sustrato

a cooperatividad positiva a altas concentraciones, can

una zona intermedia en la que la enzima es relativamente

insensible a las variaciones de la concentración del

sustrato (Sabater y De la Fuente, 1974>. Segun Teipel y

Koshland (1969) para que se presente este tipo d~

cinética debe haber más de das sitios de unión y la

unión del ligando (5) a uno de los dos sitios produciría

un cambio conformacional en éste que podría afectar a la

relativa estabilidad de la conformación de otros sitios
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Por factores intrínsecos, la constante de unión de estos

sitios debe primero descender (cooperatividad negativa)

y luego incrementarse <cooperatividad positiva>. De esta

forma se puede explicar este cambio de cooperatividad

para un mismo sustrato.

2.— Pueden existir dos sitios independientes

con diferente afinidad por el sustrato y al cornbinarse

sitios de alta con baja afinidad darían estos tipos de

curvas (Lee y col., 1973) En FFK de corazón de

mamíferos se ha propuesto un sitio de alta y otro de

baja afinidad para la F6F <Uyeda, 1979>.

3.— Existencia conjunta de diferentes estados

poliméricos de la enzima cuya asociación—disociación se

influye por la concentración de sustrato y por la pre-

sencia de efectores <Lee y col., 1973>.

4,- Existencia de distintas formas isoenzimá—

ticas con distinta afinidad para unirse al sustrato,

como se ha descrito en eritrocitos humanos (Lee y col,

1973), en hígado de lubina ( Fideu y col., 198g> y en

tejido hematopóyetico de trucha (Gaitan y col., 199Gb)

Esta cinética bifásica puede ser modificada por

pH, temperatura y algunos efectores, bien varIando el

intervalo de concentración de sustrato en que se produce

la transición o bien eliminando la meseta (Lee y col.,

1973; Fideu y col, 1935b>.

lina de las propiedades más interesantes de la FER

es la modulación de su actividad por gran variedad de

efectores.

Entre los inhibidores más característicos de la

FER de mamíferos podemos cit.ar al citrato, el efecto

inhibidor de este compuesto suele ser mayor a altas

concentraciones de ATE (Bloxhan y Lardy, 1973; Uyeda,

ígqg> aunque en corazón de rata se ha observado que el
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efecto es independiente (Fogson y Pandalí, 1976). Además

la sensibilidad de la enzima a este compuesto puede

variar de unos tejidos a otros dentro de la misma

especie <Colombo y col,, 1975; Kemp y Poe, 1983), Otros

inhibidores fosfato de creatina, 3—fosfoglicerato, 2,3—

difosfoglicerato y fosfoenolpiruvato muestran también

efecto más pronunciado a altas concentraciones de ATF

<Bloxhan y Lardy, 1973; tjyeda, 1979>. Todos estos

inhibidores potencian la inhibición por ATF y disminuyen

la afinidad de la enzima por la FGF. For el contrario,

el FE? ha sido descrito como activador en hígado de

lubina (Fideu y col., 1989>,

Dentro de los efectores positivos se encuentran

NH~.t, c-AXP, AM?, ADE, Fi, F-i,6-F
2, G—l,C—F2, F-2,6—P2,

E—lS-?2 y fosfogluconato (Uyeda, 1979; Bloxhan y Lardy,

1973; ~rooks y Storey, 1990, Ishikawa y col, 1989; Van

Schaftingen y col, 1982>. Estos moduladores contrarres-

tan la inhibición provocada por citrato y/o ATF y

aumentan la afinidad de la enzima por FC?. La acción de

todos estos efectores puede estar influida por pH,

temperatura, concentración de la enzima y fosforilación

de la misma.

Como se indica en el apartado 1.4 el

comportamiento cinético de las enzimas de los organismos

ectotermqs pueden modificarse por la temperatura y este

efecto es patente en la FFK de peces. Freed (1971), en

musculo de carpa, observa que a temperaturas elevadas

(25C) el ión 14g
2 produce un efecto inhibidor,

disminuye la inhibición por citrato y disminuye la

afinIdad respecto ATE. En lubina se ha observado

termorregulación en FFK de hígado (Fideu y col., 1985

a), donde disminuye el coeficiente de Hill y aumenta la

afinidad a medida que aumenta la temperatura dentro del

intervalo normal del habitat.
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Un aspecto importante en la regulación metabólica

de una vía es la existencia de formas isoenzimáticas de

aquellas enzimas que componen la ruta. Poseen diferentes

características cinéticas y reguladoras, lo que hace que

su presencia en distintos tipos celulares o tejidos les

dé una especificidad metabólica relacionada con la

función fisiológica que desempeñan <Guderley y Cardenas,

198Gb>. La mayoría de los datos se refieren a mamíferos

donde la PFK se encuentra en forma de tetrámeros,

constituidos por subunidades de tipo 14 (músculo), tipo

L (hígado) y tipo P (plaquetas y cerebro> (Tasai y col.,

1975; Vora, 1982 y 1983, Vora y col., 1985 a). Estas

subunidades sufren tetramerización y se producen horno o

heterotetrámeros, que pueden diferenciarse unos de otros

por sus características físico—químicas y cinéticas

(Tasal y col,, 1975; Vora, 1982 y 1983; Vora y col

1985a)

La subunidad 14 predomina en los tejidos cuya vía

principal es la glicolisis, la L en aquellos en que

predomina la gluconeogénesis y la F en cultivos

celulares con elevada velocidad de replicación y

glicolisis aerobia (Vora, 1982>. Los homotetrámeros

poseen distintas propiedades alostéricas, diferente

cooperatividad respecto a FC? y grado variable de

inhibición por Al’? (en el sentido 14 > L >F>, Las más

sensibles al citrato son F y 14 y el efecto de la F-2.6-

es mayor en E y L.

La presencia de estas formas isoenzimáticas carac-

terísticas suponen un avance evolutivo debido a la

especialización de su función en los distintos tejidas y

organismos.
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¡.6.— OBJETO DEL TRABAJO

El objeto del presente trabajo consiste en aportar

una serie de datos experimentales encaminados a

caracterizar la piruvatoquinasa y la fosfofructoquinasa

de músculo de lubina, por ser enzimas claves de la vía

glicolítica así como por su interrelación con el control

metabólico de la misma.

El enfoque de dicho estudio se basa, en general,

en los reducidos estudios bioquímicos realizados hasta

el momento utilizando como material biológico la lubina

y, en particular, a la inexistencia en la bibliografía

consultada de datos concernientes al comportamiento

tanto aislado como integrado de estas enzimas en el

órgano antes mencionado. Estos estudIos, desde el punte

de vista de investigación básica y aplicada, creemos que

pueden constituir un aporte al conocimiento de la

bioquímica de la lubina, así como un punto de apoyo para

el cultivo controlado de esta especie.

De esta manera, se ha abordado el estudio de las

propiedades enzimáticas y aspectos moduladores en

relación con la variación de la temperatura del hábItat

de la lubina, así como del pH y se ha investigado la

posible presencia de isoenzimas , en relación con los

mecanismos de regulación metabólica.
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II. MATERIAL Y MÉTODOS

11.1.— MATERIAL.

11.1.1. MATERIAL BIOLÓGICO.

Se han utilizado lubinas <Dicentrarchus .Zabrax L)

de siete a doce meses de edad y con un peso de 38, 12 ±

13,46 g, procedentes de las salinas “Cultivos piscícolas

marinos SA.” y “Esperanza siglo XIX” de San Fernando

(Cádiz), donde los animales se mantuvieron tajo condi-

ciones controladas de oxigenación y salinidad y fueron

alimentadas “ad libitum”.

Normalmente las lubinas fueron sacrificadas en el

lugar de origen, diseccionadas y congeladas en nitrógeno

líquido en el menor tiempo posible (aproximadamente 15

minutos>. Se liofilizaron y se transportaron hasta el

laboratorio en las mismas condiciones de congelación. En

algunas ocasiones se utilizaron tanques herméticos con

sistema de oxigenación artificial para transportarlas

vivas hasta el laboratorio, donde se siguió el mismo

proceso anteriormente citado. Las muestras se

conservaron congeladas a —20C hasta el momento de su

utilización. El músculo utilizado correspondia a la zona

comprendida entre las aletas ventrales y la caudaL.

11.1.2. PRODUCTOS UTILIZADOS.

Los soportes cromatográficos fueron suministrados

por Fliarmacia (Sephacryl 5-300, Blue Eepharose CL 63 y

Superose 12>, al igual que los kit de proteínas patrones

para las determinacIones del peso molecular de las

enzimas
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Los sustratos de las reacciones enzimáticas, los

efectores de las mismas, las enzimas auxiliares y los

productos usados en la determinación de metabolitos

procedían de Boehringer Manhein, excepto la F—2,8—P2 que

era de Sigma Chemical Company.

La poliacrilamida y el resto de reactivos para la

preparación de los geles de electroforesis procedían de

los laboratorios Bio—Rad.

Todos los demás productos químicos utilizados

fueron suministrados por la firma Merck, excepto la

glicina que procedía de Fluka.

11.1.3. APARATOS UTILIZADOS.

Las pesadas se realizaron en una balanza Sartorius

Handy (precisión 0,1 mg) y en un granatario Metzler

(precisión 10 mg). Para las mediciones de pH se utilizó

un ph—metro Xethron—654 de tres cifras decimales con

corrección incorporada para la temperatura.

Las disoluciones se prepararon de forma rutinaria

con agua bidestilada procedente de un destilador Millí-

Fo de la firma Millipore y con agitadores Bunsen MC-E.

Para la conservación de los reactivos y de los m’4culos,

una vez extraídos de las lubinas, se utilizó un

refrigerador de la marca Aspes modelo ciclomatio de dos

mot or es.

Los homogeneizados se obtuvieron en un homoge-

nizador eléctrico Omni—mixer y se centrifugaron en una

centrífuga refrigerada Beckman modelo 3-21.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en

un espectrofotómetro Pye-Unican SFS-l00 de Philips, con
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registrador incorporado y termostatizado mediante

conexión del receptáculo de cubetas a un baño Braun,

Frigomix 1496. Para las incubaciones se utilizó un baño

P—selecta peristerm termostatizado.

Las cromatografías estandar se llevaron a cabo en

columnas, utilizando un colector de fracciones auto-

mático Frac 100, al que se acopló un detector de

proteínas Uy—E conectado a un registrador REC 101, todo

ello de la firma Fharmacia LKB. El flujo se mantuvo

constante mediante una bomba Eyela MF—3. Todas las

operaciones de extracción y tratamiento de enzimas se

realizaron en una camara fría LKB modelo 2021 Maxicolab,

a una temperatura de 0’ a 4 C.

Las cromatografias realizadas en FFLC se llevaron

a cabo en un sistema FFLC de la firma Pharmacia,

compuesto de dos bombas F 500, un monitor UV—1, una

válvula y—?, un colector Frac 100, un registrador de

tres vías y un controlador LCC—500.

Las electroforesis de proteína nativa se

realizaron con un sistema Pleuger, con fuente de

alimentación de la misma marca, manteniendo constante el

amperaje (2—3 mA por tubo>. Las electroforesis en

condiciones desnaturalizantes se llevaron a cabo en una

cubeta V 15-17 BRL, con una fuente de alimentación PS

5000 (IZABA> y se usó un formador de gradientes de

Fharmacia—LKB. En otras ocasiones se usó también un

equipo Phast system de electoforesis (Fharmacia-LRB)

Los datos se procesaron en un ordenador ANSIPAD

PCW 8256 y en un IBM personal system/2 modelo 30.
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11.2.- MÉTODOS

11,2.1. DETERMINACIóN DE NETABOLITOS

A. —Preparación de las muestras y obtención de

extractos.

Se llevó a cabo según se refleja en el esquema 5,

utilizando los extractos obtenidos en cada caso, para la

determinación de la concentración.

En todas las determinaciones se relizaron experi-

mentos con un blanco en el que se sustituye la muestra

por agua destilada. Con el fin de asegurar la precisión

del método, se realizó otro experimento control con una

cantidad conocida del metabolito que se esté determinan-

do.

B. — Determinación de la concentración.

La concentración de los intermediarios glicolí—

ticos, los nucleótidos de adenina y diversos electores

descritos para la piruvatoquinasa y la fosfofructo-

quinasa, se determinaron mediante técnicas espectrofo—

tométricas, usando sistemas de reacciones enzimáticas

acopladas, según los procedimientos descritos por

Bergmeyer <1974). En el caso de la F-2,6-P2 se usó el

metodo de Van Schaftingen y col (1962) (Esquema 6).

La concentración de magnesio se determinó mediante

absorción atómica y los aminoácidos por cromatografía

líquida de alta presión (HPLG) mediante la formación de

aPA (C—phtaldeido) y FMOC (fluoro-fenil-metil-clorofar-

mato> (Esquema 6),
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Este metodo se utilizó para la determinación de glucosa FSP,EEF, F—l6—P
2,

triosas fosfato, FE?, piruvato, AIF> ADP, A~P, fosfocreatina, citrato y amonio
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DETEPIMINACION DE METABOLITOS

Esquema E; Métodos utilizados para la determinación de la concentración intracelular de los

diferentes ¡etabolitos,

C.—Gálculo de las concentraciones de metabolitos.

El contenido de un metabolito en una muestra de

tejido lo expresamos en 4mol/gramo de tejido húmedo,

para lo cual hay que utilizar las transformaciones

adecuadas, teniendo en cuenta la dilución y el porcen-

taje de humedad del tejido.

En los casos en que se usaron técnicas espectrofo—

tométricas, la concentración de los diferentes mcta-

bolitos en extractos desproteinizados viene dada por la

siguiente expresión (Eermeyer, 1974):

1
%ctosa 2.6 b>CS>aíO u

—4~VanSctaftín~eó 1982>
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II.

ExV
c <~mol/ml>

e xdxvxn

nE= variación de la absorbancia corregido con el

blanco.

V volumen final en ml.

s= coeficiente de extinción molar. En todas las

determinaciones la variacion de la absorbancia se

produce por un aumento o disminución de NADE o

NADPH a 340 nnx, habiéndose usado un valor para el

coeficiente de 6,22 x 10’~ 141 x cm’.

v= volumen de extracto empleado en la determí—

nación expresado en ml.

n moles de NADE o NAD?H formados o consumidos

por cada mol de metabolito transformado. En todas

las determinaciones este valor es 1 excepto en la

F-1,6—P2 que es de 2.

d paso optico de la cubeta (1 cm).

La F-26—P2 se determinó por Interpelación en una

curva patrón, obtenida a partir de la activación

producida, en la PPi—PFK de patata , por unas concentra-

ciones conocidas de F—2,6—P~ entre 0—1,5 pmol/ml.

La concentración de los aminoácidos, determinada

por HFLC, la obtuvimos inicialmente en mg/lOO ml de

extracto mediante el uso de un factor de calibrado de

acuerdo con la fórmula:

Área de la muestra x mg patrón
= mg aminoácidos/lOO ml

Área patrón

1.2.2. PREPARACIóN DE EXTRACTOS ENZIXÁTICOS.

Se homogeniza una muestra de músculo, en

presencia de tampón Tris maleico 100 mM pH 7,4 (piruva-

45



toquinasa) o de tampón fosfato 50 mM pH 8 (fosfofruc-

toquinasa), manteniendo la proporción de 1 g de tejido

fresco (270 mg de tejido liofilizado) por cada 19 ml de

tampón. El homogeneizado así obtenido, se centrifugó

durante 30 minutos a 26.000 x g, manteniéndose la

temperatura a 4’C. El sobrenadante se utiliza para la

determinación de la actividad enzimática.

11.2.3. DETEREIIACIÓK DE LAS ACTIVIDADES ENZIXATICAS.

La actividad FK se determinó midiendo espectro-

fotométricamente a 340 nm la velocidad de oxidación del

NADE, utilizando un sistema acoplado de lactato

deshidrogenasa (LDH) según las reacciones siguientes

(Bergmeyer, 1974>:

FK

FEF + AD? —---* piruvato + ATP

LDH

piruvato 4- NADE ——---* lactato + NAD~

La cantidad de NAD’ formado por unidad de tiempo,

nos permite calcular la actividad de la enzima, ya que

el NADE que se oxida se encuentra en relación directa

con el FEF que se desfosforila.

La mezcla de reacción contenía, en un volumen

final de 1 mí: Tris maleico pH 7,4 100 mM; PEE 1 raM;

XgCl~ 9 mM; KCl 75 mM; ADE 2 mM; NADE 0,34 mM; LOE 18 ~JI

y 10 4 (conteniendo aproximadamente 25 pg de proteina=

de extracto enzimático.

La actividad de la EFE se determinó de acuerca con

el metodo de Layzer (1975), midiendo la velocIdad de

oxidación del NADE, utilizando un sistema acoplado de

aldolasa, triosafosfato isomerasa (TIlO y glicerofosfa-

46



to deshidrogenasa (GDH), según el siguiente esquema de

reacciones:

PFK

FC? + ATF -* F—1,6-?2 + APi’.

aldolasa

F—1, 6—? ~ FDHA.

.¿r 1114

PCA

2 FDHA + 2 NADH ———--. Glicerolfosfato + 2NAD~

La mezcla de reacción contenía, en un volumen

final de 1 mí; Tris-ECl pH 8 100 mM; KCl 94,5 mM; DII

3m.l4; FC? 1 mM; 06? 3 mM; AIF 3,15 mM; MgCl~ .sj,crnrl; NADH

0.09 mM; aldolasa 0,144 tJI; glicerofosfato deshidrogena-

sa 0,34 lii; triosafosfato isomerasa 0,99 UI y 25 ,ul de

extracto enzimático (conteniendo aproximadamente 65 PS

de proteína).

Para determinar el efecto de la E—le—E2 se empleó

un segundo método de medida de actividad enzimática para

PFK (Tornbein, 1976>, que utiliza un sistema acoplado

con lactato deshidrogenasa (LDH> y piruvatoquinasa (FR),

La mezcla de reacción contenía en 1 ml de volumen final:

Tris-Ecl pH 8 100 mM; ATE 3,15 roN; FC? lmN; 06? 3 roN;

14gCl2 3.6 mM; ¡<Cl 94,5 mM; NADE 0,3375 mM; aldolasa

0,144 rJI; FE? 1 mM; ~K 5 111; LDH 6,25 lii y 10 pl de

extracto enzimático (conteniendo aproximadamente 25 pg

de proteína).

La F-2,6—E~, por ser muy sensible a la hidrólisis

ácida, se preparo en medio básico (¡<CM 10 mM).

Los cambios en la absorbancia se miden durante los

cinco minutos siguientes al comienzo de la reacción en
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los que la variación es lineal con el tiempo. Las

cubetas utilizadas en todas las medidas fueron de cuarzo

y de 1 cm de paso óptico.

Los experimentos se llevaron a cabo a una

temperatura de 22C, a pH 7,4 para la PK y pH 8,0 en la

PFK . En los casos en que estos parámetros se modifi-

caron, se específica en el lugar correspondiente del

texto.

La unidad internacional enzimática (UI) se define

como la cantidad de enzima que cataliza la conversión de

1 >smol de NAD’ en NADE por minuto en condiciones

estandar (1 cm de paso óptico, temperatura y pH

óptimos>. Se ha tomado como coeficiente de extinción

molar el valor de 6,22. x
10—a 14—1 x cm’ (Horecker y

Kornemberg, 1948). La relación de unidades internaciona-

les de enzima por mg de proteína se ha expresado como

actividad enzimática específica.

11.2.4. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS.

.—M~todo Lowry, La determinación de la concen-

tración de proteínas en los extractos crudos se realizó

segun el método de Lowry y col. (1951>

—Método espectrofotométrico. En los procesos de

purificación se determinó la concentración de proteína

mediante espectrofotometría de absorción en la región

ultravioleta, segun las ecuaciones de Warburg y

Christian (1941):,

mg/ml de proteína = 1,55 D~eo - 0,76 D2eo

-Método Bradford. La determinación de la

concentración de proteínas en los extractos purificados
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se realizó segun el metodo de Bradford (1976> con la

modificación de Marshall y Williams (1986).

11.2.5. DEtERMINACIÓN DE LAS PROPIEDADES FISICO—QUtXICAS

DE LAS ENZIMAS.

A.- Estabilidad enzinática.

Con el fin de determinar la forma de extracción

y conservación óptimas de las enzimas, se realizaron

experimentos previos para establecer las condiciones que

mejor favorezcan la estabilidad de la enzima en relación

con la temperatura y el tiempo.

En primer lugar se estudió la influencia de

diferentes concentraciones de agentes estabilizante.s

sobre la actividad enzimática. Los compuestos utilizados

fueron: EDIA (0,25; 0,5; 1 y 2 mM), MIT (1; 2; 3; 4 y 5

mM), DII (1; 2; 3; 4 y 5 mM) y glicerol (6; 12; 20 y 30%

(y/y>

Se determinó la estabilidad de la enzima respecto

al tiempo a las temperaturas de -20 y 4~C, utilizando

las siguientes concentraciones de estabilizantes para la

piruvatoquinasa: EDIA 1 mM, MET Smi’!, EDIA ini’! + MII Smi’!

y glicerol 30% (y/y); y para la fosfofructoquinasa: FC?

0,2 mM; ATE 0,2 mM; DII 5 mM; MIT 5 mM; EDIA lmM y

glicerol 20 % <y/y>.

B.- Influencia del pE.

a) ~obre la actividad enztmática. Las condiciones

de ensayo fueron las descritas en el apartado 11.23. El

pH del medio se varió con la utilización de varias

disoluciones reguladoras (100 mM):
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- Tampón glicina, para la zona de pH 11,0 - 9,0.

— Tampón Tris-ECí, para la zona de pH 9,0 - 7,5.

— Tampón Iris maleico, para la zona de pH 7,5 - 55.

— Tampón acetato, para la zona de pH 5,5 — 4,5.

b> sobre la estabilidad enzimática. Una vez cono-

cido el pH óptimo de las dos enzimas, se investigó la

estabilidad de las mismas a diferentes valores de pH.

Los tampones utilizados fueron los seifalados en el

apartado anterior. Muestras conteniendo el extracto

enzimático se incubaron, durante 15 mInutos a 22 C, a

los diferentes pHs indicados, Se determinó la actividad

residual en las condiciones resetiadas en el apartado

11.2.3.

C.— Influencia de la temperatura.

a) sobre la actividad enzimática. Se utilizaron

las condiciones de ensayo ya descritas en el apartado

11.2.3. variando la temperatura de la mezcla de

reacción.

El cálculo de la energía de activación (Ea) se

basa en la ecuación de Arrhenius que expresa el efecto

de la temperatura sobre las velocidades de las

reacciones químicas. La ecuación logarítmica corresponde

a:

log K log A — (E/2,SOSET)

Al representar gráficamente log K frente a 1/1

(representación de Arrhenius> se obtiene una línea

recta, cuya pendiente tiene un valor de —0,219 E.

El coeficiente de temperaturas establecido por

Vanthotf es la relación entre las velocidades de
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reacción a t + 10C y CC~ Sus valores límite para las

reacciones catalizadas por enzimas son 1,1 y 5,3.

b) sobre la estabilidad enzimática, Los extractos

enzimáticos se mantuvieron en presencia de tampón Tris

roaleico 100 mM, pH 7,4 para la piruvatoquinasa y de

tampón fosfato 50 mi’!, pH 8 para la fosfofructoquinasa,

durante 5 minutos a diferentes temperaturas; pasado este

tiempo se introducen las muestras en un bafio de hielo y

se toman alícuotas para determinar la actividad

enzimática en las condiciones de ensayo indicadas en el

apartado 11.2.3.

11.2.6. CÁLCULO DE LOS PAKÁJ(ETROS CINÉTICOS.

La ecuación de Hill se puede aplicar a enzimas con

cinética cooperativa si la velocidad se supone

proporcional a la saturación parcial.

y

log — = n log LS] - log 1<
7-y

La representación de log (v/V—v> frente a log LS)

se utiliza frecuentemente para demostrar cinéticas

cooperativas de enzimas.

En esta ecuación “n” (n9 total de sitios

involucrados> sería igual al número de lugares

interactuantes en el caso de la existencia de

cooperatividad infinita, como describe Eernhard <1963>.

Sin embargo la pendiente de la representación de Hill se

designa por “it?’ e indica la cooperatividad del sistema

midiendo la estequiometría aparente del proceso de unión

en el punto de mayor cooperatividad.
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El punto donde la recta corta al eje de abcisas

(log (v/V—v> = 0), nos permite determinar la concentra-

ción de sustrato a la que se alcanza ~ 7 (Sos).

11.2.7. PROCESO DE PURIFICACIÓN ENZIXATICA.

Los extractos preparados según se describe en el

apartado 11.2.2. se sometieron a los procesos

presentados en los esquemas 7, para la purificación de

la piruvatoquinasa, y 8, para la fosfofructoquinasa. Los

parámetros operatorios de dichos procesos se encuentran

reflejados en la Tabla 1.

Tabla 1.— Parámetros operatorios utilizados en los procesos de purificación

Enzima Fase Volumen de Carga Volumen de

estacionaria lecho (mí) (mg prot/mI gel) flujo (ml¡h)

Seohacryl S-300 120 0,3 9

PK

BIue Sepharose OL—ES 12 3,0 — 50 9

Blue Sepharose CL-EB 3,0 - 5,0 lO

Superose 12 25 0,2 — 0,4 0
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EXTRACTO 8¿ZIMATICO CflJOO
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TRATAJIBITO TSUICO
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EXTRACTO O4ZI~T¡CO PLMIF!CADO

Esq’~en 7: Proceso de purificacion de la piruntoquinasa,
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Esquema 8,— Proceso de purificación de la fosfofructoquinasa,

Equipo de cromatografía en fase líquida para separacion rapija de :tñeinas.
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11.2.8. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAXIDA.

A.— Condiciones no desnaturalizantes.

Se realizó según el método de Davis (1964). Se

prepara el gel de separación al 7,5% de acrilamida y se

llenan todos los tubos con el mismo volumen de mezcla.

El gel concentrante se prepara al 3 % y una vez polime—

rizado el gel separador se af~ade 1 ml del gel de acumu-

lación en cada tubo.

La cantidad de muestra aplicada a cada tubo

depende del número de proteínas presentes; si hay pocos

componentes (extracto purificado) es de 1 a 20 pg de

proteína, mientras que si es crudo se pueden aplicar por

encima de 200 y’g. A la muestra se le ahade glicerol (5%

y/y) y azul de bromofenol (0,001%) como referencia de

migración.

Las cámaras superior e inferior de la cubeta se

llenan de tampón Tris glicina 0,15 M, pH 8,3. La elec—

troforesis se lleva a cabo en cámara fría (4C> a una

intensidad de corriente de 2-3 mA por tubo.

B. — Condiciones desnaturalizantes.

Las electroforesis en presencia de SDS se han

llevado a cabo siguiendo el método de Laemmli (1970) can

geles verticales en placas de vidrio.

Para la electroforesis discontinua en gradient~

lineal, el gel separador se compone de un gradient~

entre el 5 y el 15% de acrilamida con SDS (0,1%> y para

la electroforesis discontinua a una concentración fija

de acrllamida se usó al 7,5% en presencia de SDS

(0, 1%),
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En ambos casos, se ha utilizado un gel

concentrante al 3% de acrilamida con SDS (0,1%>. Las

cámaras superior e inferior se llenan con la solución

tampón Tris glicina 0,19 1<, pH 8,3 con SDS <1%).

Las muestras se diluyen al 50% con tampón Iris-

HCl 0,12 1’! pH 6,8 conteniendo SDS (3%>, glicerol <10%>,

MIT <15%) y azul de bromofenol (0,0025%) y se hierven

durante 2 minutos. Se aplican 5—20 pg de proteína en

cada pocillo.

La electroforesis se lleva a cabo manteniendo

constante el voltaje (200 V) y la temperatura (10C).

C.- Tinción de los geles.

Se elimina el exceso de SDS de los geles lavando

con ácido acético al 7% y despues se tillen durante 5

horas con una disolución de Azul de Coomassie R—250

(0,05%), metanol (25%) y acido acético (10%). Posterior-

mente, se lavan con agua destilada y se mantienen en una

solución decolorante (acido acético 10% y metanol 25%)

durante al menos 12 horas.

11.2. 9. DE1?ER,MI MACIÓN DEL PESO MOLECULAR.

A. — Mediante electroforesis en gel en condiciones

desnatural izantes.

Para la elaboración de la curva de calibrado, como

Droteinas marcadoras de peso molecular conocido se han

empleado: fosforilasa b (94.0000), seroalbúmina bovina

(67.000), ovoalbúmina (43.000), anhldrasa carbónica

(30.000), inhibidor de tripsina (20.000) y a lactoal-

búmina (14.000).
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B.— Mediante columna de filtración en gel.

El peso molecular de la proteína nativa fue

determinado en una columna de Sephacryl S—300, preparada

según se indica en el apartado 11.2.7.

Previo al paso de los patrones de referencia se

determinó el volumen de exclusión y total de la columna.

Las proteínas patrón utilizadas fueron: Albúmina

(67.000>; aldolasa (158.000); catalasa <232.000); ferrí—

tina <440,000> y tiroglobulina (669.000). Se aplica un

volumen de 2 ml utilizando para su dilución el mismo

tampón de equilibrado. Los volúmenes de elución de cada

una de ellas se obtuvieron espectrofotométricamente a

280

Una vez eluidas las proteínas patrones y sin

modificar las condiciones de la columna se introduce la

enzima y’ se determina su actividad en el eluato.

11.2.10 VALORACIÓK DE DATOS.

El tratamiento estadístico de los valores experi-

mentales obtenidos se ha realizado mediante el cálculo

de la media aritmética (X), la desviación típica (3> y

el coeficiente de variación (C. V, ) . Las rectas se han

ajustado mediante un programa informático de ajuste de

rectas por regresión lineal que utiliza el método de los

mínimos cuadrados, calculando en cada ajuste el

coeficiente de regresión y desechando aquellos ajustes

que presentaban un valor inferior a 0.97.

En aquellos casos en que fue necesaria una

comparación se calculó la significancia estadística par

la distribución de Student, que es una corrección de la

distribución normal de frecuencias para pequeños
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muestreos (Segel, 1970). Con el cálculo de la “U’ de

Student para las distintas probabilidades, evaluamos la

mayor o menor probabilidad de que la diferencia de un

resultado con otro sea o no estadisticamente signifí—

cativa.
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III. RESULTADOS: DETERAIXACION DE XETABOLITOS.

III. 1 DETERMINACIÓN DE LA CONCEUTRACIÓNINTRACELULAR DE

METAECLITOS.

Se han determinado las concentraciones intracelu-

lares de algunos metabolitos relacionados con la ruta

glicolítica. Los extractos fueron obtenidos según se

describe en el apartado II.2.1.A. y para la determina-

ción de su concentración se siguieron los métodos

seifalados en el apartado 11.2. 1.B. Los resultados

obtenidos, expresados en >smoles/g de tejido húmedo, se

reflejan en las tablas 1 y II.

A partir de los valores encontrados para los

nucleótidos de adenina, determinamos la carga energética

celular, aplicando la expresión descrita por Atkinson y

Valton <lge’7):

4~ ADF + AIF

AM? + AD? + AIP

encontrándose un valor de 0,84.

Se determinó también el cociente F6P/F-1,6—F..~ para

comprobar si la reacción catalizada por esta PFK es una

etapa limitante en la velocidad glicolitica. El valor

obtenido fue de 2,15.

Las concentraciones determinadas se utilizan en

experimentos posteriores para intentar aproximar lo más

posible los estudios cinéticos “in vitro” a lo que

podría suceder “in vivo”

59



Tabla 1,— Concentraciones intracelulares de algunos metabolitos interuediarios de la ruta

glicolitica y nucle~tidos de adenina en tejido fresco

Concentración

Netabolito, (pmoles/g x 02)

Glucosa 29,0 ±0,6

Glucosa 6 fosfato 52,0 ±3,5

Fructosa E fosfato 5,8 1 1,0

Fructosa 1,5 bifosf ato 2,7 ±0,3

Triosas fosfato 0,7 * <0,1

Fosfoenolpiruvato 5,7 * 1,4

Piruvato 5,2 1 0,4

ATP 275,0 ±33,0

AOP 44,0 * 1,0

MP 12,3 ±2,0

Tabla 11,— Concentraciones intracelulares de algunos metabolitos descritos como efectores de la

piruvatoquinasa y fosfofructoquinasa en tejido fresco,

Concentración

Metabolito (puoles/g x j32)

Fructosa 2,6 bifosfato 2 29,0 * 9,0

Fosfato de creatina 371,0 1 IZO

Citrato SQl ±16,9

Pionio 330,0 *56,0

Magnesio 2488,0 ±96,4

Fenilalanina 6,6 ± 0,5

~lanina 25,0 ± 3,0

: nm¡g x 102
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IV. RESULTADOS: PI RUVATtJQU1 NASA.

IV. 1. ESTUDIOS PRELIIINARLES DE LA ENZIMA.

Todos los estudios realizados sobre la enzima

reflejados en este apartado se han llevado a cabo en

extracto crudo, con el objeto de establecer las

condiciones óptimas de mantenimiento, aislamiento y

purificación de la enzima y comparar posteriormente los

resultados obtenidos con observados con la enzima puri-

ficada.

IV. 1.1. EXPLORACIÓN DE PIRUVATOQUINASA EN DIVERSOS

ORGANOS DE LUBINA.

Con el fin de conocer cuál es el órgano o tejido

de mayor actividad piruvatoquinásica de la lubina, se

estimó su actividad específica en mtisculo, corazón,

hígado y rizón, en las condiciones estandar de ensayo,

segun se describe en el apartado 11.2.3.

El tejido en el que se encontró mayor actividad

específica fue el músculo <3,8 (II/mg>, alcanzando sólo

el 12% de este valor la enzima de corazón, la de hígado

un 2% y la de riflón un 1,1%.

IV.1.2. PROPIEDADES ?ISICO-QUIXICAS DE LA ENZIMA.

A.- Estabilidad enzinática.

Los experimentos se realizaron según se indica en

el apartado II.2.5.A. Los resultados mostraron una

ligera inhibición de la actividad enzimática a

concentraciones superiores a 1 mM de EDIA y 5 mM de NET,

no viéndose afectada por las distintas concentraciones

de glicerol.
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Se estudió la estabilidad de la enzima respecto al

tiempo y a las temperaturas de 4y —20C según se

describe en el apartado II.2.5.A. A la temperatura de 4

C, observamos una pérdida de actividad bastante acusada

respecto al tiempo en presencia de ]~T y EDIA a

cualquiera de las concentraciones ensayadas, mayor a la

observada cuando se mantiene en ausencia de estos

compuestos. El glicerol 30% (y/y) por el contrario

estabiliza la enzima manteniendo el 60% de actividad a

las 120 h frente al 35% que muestra el control.

A la temperatura de —20 C el efecto de EDIA y

MET, en las concentraciones seflaladas en el apartado

II.2.5.A. , es menos acusado y se observa en todos los

casos y en función del tiempo una ligera disminución de

la actividad enzimática respecto al control. El glicerol

30% (y/y) actúa como estabilizante neto para todos los

períodos de tiempo ensayados y mantiene el 90% de la

actividad después de 168 it.

Por ello en el medio de extra¿ción se utilizó

siempre glicerol al 30% (y/y> y los extractos se

mantienen congeladas a —20C hasta el momento de su

utilización.

B.-Influencia del pH.

El efecto del pH sobre la actividad enzimática ~

muestra en la figura lA. Se determinaron las activadades

a una temperatura de 22’C y a diferentes valores de pH

<4,5—11), según el método descrito en el apartada

11.2.5.2. Se observa un máximo de actividad <100%> a aH

7,4 con tampón Tris maleico. A este mismo pH, con tarnpon

Iris-ROl se observó tan solo una actividad del 80%. A

partir del máximo se contempla una disminución acusada y

simétrica en ambas zonas de la curva, ácida y básica.
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La influencia que pueden tener las distintas

concentraciones de hidrogeniones sobre la estabilidad de

la piruvatoquinasa se determinó según se describe en el

apartado II.2.5.B. Los resultados obtenidos <figura iB)

indican que la PK, mantenida durante 15 minutos a 22C,

conserva el 100% de actividad en un rango de pH de 7 a 9

y mantiene más del 50% de actividad en el intervalo de

pH entre 5 y 10,5.

a

1 1

1

3<

Figura J.- lnfiumncn del pH (A) sobre la actividad enzieática y (9) sobre la estabilidad

enzimática.

• T, Acetato,

— 1? Tris—maleico.

T, Tris—HCI,

u 1, Glicina,

0.—Influencia de la temperatura.

El efecto de la temperatura sobre la velocidad de

la reacción catalizada por la piruvatoquinasa se observa

6
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en la figura 2A. La actividad enzimática aumenta

progresivamente hasta adquirir un valor máximo a 50 O,

a partir del cual desciende bruscamente para anularse a

70 C. De la representación de Arrhenius se ha obtenido

un valor de Ea de 27 KJ/mol. El valor del coeficiente de

temperatura, Qn,, en el intervalo de 5 a 50 C es de

1,4 t 0,1.

Los resultados del estudio de la influencia de la

temperatura sobre la estabilidad enzimática se observan

en la figura 2B. La enzima conserva el 100% de la

actividad, a pH 7,4 en tampón Tris maleico, en el

intervalo de temperaturas de —20 a 50C en presencia de

glicerol 30% <vivO y entre —20 a 10C en ausencia del

mismo. En ambos casos a partir del máximo la actividad

desciende bruscamente, siendo nula a 60C.

IV.1.3. PROPIEDADES CINÉTICAS DE LA PIRUVATOQUINASA.

A.— Influencia de los sustratos.

Con objeto de conocer el comportamiento de la

enzima, en extracto crudo, respecto a sus dos sustratos,

se determinó la actividad enzimática a distintas

concentraciones de los mismos, realizándose los ensayos

a pH 7,4 (valor al que se alcanza el máximo de activí-’

dad) y 22C (que se considera la temperatura óptima para

la fisiología del animal).

En la figura 3 se muestran las curvas de

saturación para ambos sustratos: fosfoenolpiruvato (FE?)

y M~F. En los dos casos se observa una cinética de tipo

hiperbólico.

Para el sustrato FE? se obtuvo un coeficiente de

Hill de 1,10 ± 0,05 y una Km de 0,160 ± 0,005 mM. En el
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caso del AD? la saturación se produce a concentraciones

mayores de sustrato <2 mR); el valor del coeficiente de

Hill es de 1,13 ± 0,17 y el de la Km de 0,33 ± 0,07 raM.

10

8-

6

4

2

Figura 3,— Influencia de la concentración de sustratos, Representación de ~ill inserta.

• ADP

*PEF

B.- Modulación de la piruvatoquinasa.

a.— Influencia del pH: Con el fin de comprobar si

la PR de músculo de lubina está sometida a regulación

debido a la variación del pH, se realizaron los mismo~

experimentos que en el apartado anterior pero a pH 6,8

<más cercano al fisiológico), no observandose ninguna

variación en los parámetros cinéticos respecto a ambos

sustratos (PEF y ALE>.

b.— Influencia de la temperatura: En los organis-

mos ectotermos, las variaciones de temperatura del

-4
a
Hl

-o
~0
‘rl

‘rl

0,4 O~8 1, 2 2,0 n4
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hábitat pueden dar lugar a modificaciones en las

propiedades cinéticas y reguladoras de las enzimas y en

e). metabolismo general, como comentamos en el apartado

1.4. Debido a esto se estudió el comportamiento de la

enzima respecto a sus sustratos a tres temperaturas:

10C (temperatura mínima del hábitat>, 15C (media) y

2VC (superior), manteniendo el pH a 7,4 que es el de

máxima actividad, ya que sus parámetros cinéticos no se

veían afectados por el cambio a pH más fisiológico.

No se observó termorregulación aparente para

ninguno de los sustratos. Respecto al PEE tan solo se

observa un ligero aumento de la coeperatividad a las

temperaturas más bajas (h = 1,30 ± 0,03>, sin embargo la

afinidad de la enzima no se modificó.

c. — Influencia de diferentes efectores. Se

probaron sobre ambos sustratos <FE? y AD?) a concentra-

ciones de saturación <1 y 2 mi! respectivamente) y en

puntos intermedios <0,2 y 0,8 mi!) los siguientes

electores fructosa 1,6 bifosfato <0,01; 0,1 y 1 mi!>,

fenilalanina (1 mii>, fosfato de creatina (0,5 y 1 mi!),

alanina (0,5 a 10 mi!), AIP (0,5 a 10 mi!>, glucosa 1,6

bifosfato (0,01; 0,1 y 1 mi!> y fructosa 2,6 bifosfato

(0,01; 0,05; 0.1 y 1 mi!)

A diferencia de lo encontrado en hígado de esta

misma especie (Fideu y col,, 1936) y otros tejidos de

peces (Gaitan y col., 1963) no se observó efecto con

ninguno de los moduladores, en experimentos realizados

en extracto crudo con excepción de F—2,6--P2. En la

figura 4 se observa el comportamiento cinétIco de la

piruvatoquinasa respecto al PEE, en presencia y ausencia

de 0,1 mi! de F-2,5—P~ (que es la menor concentración suc

produce efecto sobre extracto crudo), La F-2,6—F~ se

comporta como un elector positivo con un porcentaje de
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activación de 39% ± 10 en todos los puntos aunque no

varían significativamente los parámetros cinéticos con

respecto a los del control (t~ 0,96 ± 0,11; Km = 0,15 ±

0,1).

16

12

E
Hl

A
4-,
‘a

‘<

4

Figura 4,— Efecto de la F—2,G—P2 en el cooportamiento cinético (extracto crudo>, Repre~entaci~n

de Hill inserta,

•Contro] CREP>,

0+ F—26—P2 (0,! mM),

]í~S

]cg (‘4V-¿)

0,4 0,8 1,2 PEP rrt4
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IV.2.PtYRIFICACIÓN E INVESTIGACIÓN DE FORNAS ENZIL&TICAS.

¡7.2.1. TRATAMIEW~O TÉRMICO.

Se realizó en las condiciones indicadas en el

apartado nI.2JflA. a SOC de temperatura y en presencia

de glicerol 30% (y/y>, ya que en estas condiciones no

hay prácticamente pérdida de la actividad piruvatoqui—

nasa y st existe- una desnaturalización de otras pro-

teínas presentes en el extracto, obteniendose una

purificación de dos veces con un rendimiento del 97%.

Otros tratamientos previos probados fueron: la

precipitación con sulfato amónico <con un rendimiento y

un factor de purificación de 98% y 1,5 respectivamente)

y precipitación con polietilenglicol (con un rendimiento

del 40% y una purificación de solo 1,2 veces). Estos

procesos no se utilizaron posteriormente ya que se

obtenía una menor purificación y en el caso del PEO

además un bajo rendimiento.

17.2.2. CROMATOGRAFÍADE FILTRACIÓN EN GEL (SEFI{ACRYL

5—300>.

Se utilizaron los parámetros operatorios descritos

en el apartado 11.2.7. El perfil de elución porte de

manifiesto un solo pico de actividad piruvatoquinásica

<figura SA). El grado de purificación y rendimiento del

proceso, referidos a la fracción de maxima actividad son

de 16 y 50% respectivamente <Tabla III>. Si no se

realiza el tratamiento térmico el rendimiento mejora

(60%) pero el factor de purificación obtenido es solo de

10 veces.
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IV.2.3. CROMATOGRAFÍADE AFINIDAD <BLUE SEFHIAROSE CL-6B>

Se utilizaron los parámetros operatorios seifalados

en el apartado 11.2,7. En el perfil del eluido (figura

53> se puede observar un solo pico de actividad, que

eluye cuando ha pasado aproximadamente un volumen de

tampón igual al volumen de lecho. El grado de

purificación y el rendimiento de este paso es de 50 y

50% respectivamente. Si no se realiza ningun paso previo

el. rendimiento es del 90% pero el factor de purificación

obtenido es solo de 10 veces.

Tabla III,- Proceso de purificación de la piruvatoquinasa

Etapa de purificación

Homoge nc izado

Tratamiento térmico

Sephacryl 8—300

Elué Sepharose CL-S8

Actividad

(‘JI/mí)

9,80

9,46

1,30

1,70

Pro te mas

(mg/ii)

2,520

¡220

0,022

0,009

A,E,E,

(U 1/mg)

Factor de

purificación

3,8

7,7

60,0

¡90,0

2

6

so

Rendimiento

(XI

loo

97

50

so
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Fo;ura 5,— Perfiles cromatográficos de la purificación de p~ruvatoqu:nasa,

—actividad enzisática: ———

A,— Sephacryl S—300,

8,— Elue Sepharose CL—6E,

40 80 120 160
y mL

20 40 Vm).
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71



IV.2.4. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILA,XIDA.

La preparación de los geles de electroforesis y la

técnica utilizada se realizó según se describe en el

apartado II.2.8.A, utilizando muestras, tanto de extrac-

te crudo, como de extractos procedentes de los diferen-

tes pasos de la purificación. En la figura <fotografía

1) se muestra el desarrollo electroforético del eluido

de la cromatografía de afinidad, donde se observa sólo

una banda.

Fotografía Y- Desarrollo electroforético en gel de poliacrilamida de la piruvatoquinasa

(fricción con actividad obtenida por cromatografía en Elue Sepharose CL—GB).

1
r

1
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IV.2.5. DETERMINACIÓN DEL PESO MOLECULAR.

La determinación del peso molecular de la

piruvatoquinasa de músculo de lubina se llevó a cabo en

una columna de Sephacryl 5-300 según el método descrito

en el apartado II.2,9.B. Al interpolar el volumen de

elución de la piruvatoquinasa en la curva patrón, se

obtiene un valor para la enzima nativa de 580.000 ±

20.000 daltons. (figura 6).

60 120

LOO LA SA

160

y elucidn (mi)

Figura E, — Curva de calibrado para

lubina en Sephacryl 6—300,

Proteínas patrón: Albumina (67,000),

Tiroglobulina (669.000),

la deteruinación del peso molecular de la ?K de aús:ulo de

Aldolasa (168000), Catalasa (232,000>, Ferritina U,000}

6,0

o,
o

5,5 -

LOBULINA

PIRUV
RUINA

CATA LASA

it
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IV.3. ESTUDIO DEL CDXPIJRTA.KIENTO CINÉTICO DE LA ENZIMA.

todos los estudios realizados sobre la enzima que

se reflejan en este apartado se han llevado a cabo en

extracto purificado, con el fin de obtener datos

complementarios con los ya obtenidos para la enzima en

crudo.

IV. 3. 1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIÓN DE SIJSTRATO SOBRE

LA ACTIVIDAD DE LA PIRUVATOQUINASA.

A. — Fosfoenopíruvato.

En la figura 7A se muestra la curva de saturación

por FE? ensayada a 22 C y pH 7,4. En la representación

directa se observa un comportamiento sigmoidal para este

sustrato, con un coeficiente de Hill de 1,88 ± 0,18 y

con una So.~ de 0,33 t 0.06 mi!. Estos resultados Indican

una coeperatividad positiva en la unión del sustrato

FE?, que se confirmé con la representación de Linewea—

ver—Burk.

B.- KDP.

Los resultados que se muestran en la figura 7B

evidencian una clara cinética hiperbólica para este

sustrato, que se confirma con el hecho de que en la

representación de Lineweaver—Burk da un línea recta y el

coeficiente de Hill estimado es de aFroximádamente la

unidad (1,1 t 0,1>. El valor de la Km estimado es 0,31 t

0,06 mi!, muy similar al encontrado con extracto cruda.
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IV. 3.2 - INFLUENCIA DE LA TEMPERATURASOBRE EL COMPORTA-

MIENTO CINÉTICO DE LA PIRUVATOQUINASA.

Como ya hemos indicado, la temperatura en esta

clase de organismos puede actuar como un regulador de

las actividades enzimáticas. Por ello se determinó su

posible efecto sobre la piruvatoquinasa respecto a sus

dos sustratos. Los experimentos se llevaron a cabo a

cinco temperaturas diferentes: 5 y 2tC (como temperatu-

ras extremas del hábitat de la lubina) y 10, 15 y 22C

(como temperaturas baja, media y alta de las normales

del hábitat),

En la figura 8 se muestra la variación de los

parámetros cinéticos <h y Sos) respecto al FE?, a las

distintas temperaturas ensayadas. En todos los casos se

conserva la cinética sigmoidal ya que los valores del

coeficiente de Mill se mantienen por encima de la

unidad. Se observa que a los valores extremos, existe

una menor cooperatividad (1,4 ± 0,2> que en las

temperaturas normales del hábitat; y en estas aumenta

hasta un maximo <2,3 ± 0,3) correspondiente a 15’C

<temperatura media>. Los valores correspondientes a 10 y

22C son 2,1 ± 0,19 y 1,88 ± 0,18 respectivamente.

Se refleja también en la figura 8, que la afinidad

varia poco entre 5 y lSC con un valor de So,s

aproximadamente de 0,4 mli (0,4 ± 0,03; 0.34 t 0,05 y

0,44 ± 0,09 mM para 5, 10 y 15C> y luego aumenta lige-

ramente al aumentar la temperatura. Los valores

correspondientes a 22 y 27~C son 0,33 ± 0,06 y 0,18 ±

0,04 mi! respectivamente.

Respecto al AD?, el otro sustrato de la enzima, no

se ha observado termorregulación alguna, ni a las

temperaturas normales del hábitat ni a las extremas.
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Figura 8,— Influencia de la temperatura en los parámetros cinÉticos de PX respecto al RE?,

h

0.6.

17.3.2. INFLUENCIA DEL pH SOBRE EL CONFORTAMIENTOCINÉ-

TICO DE LA FK.

Para comprobar si

lubina está sometida a

pH, se realizaron los

apartado IV.3.i. a un pH

la piruvatoquinasa de músculo de

regulación por la variación del

mismos experimentos que en el

de 6,8 (fisiológico>.

En la tabla V se recogen los parámetros cinéticos

(coeficiente de Hill y S0.5) a los dos pHs (6,5 y 7,4),

de la piruvatoquinasa respecto al FE? y a 22C de

temperatura. A pH 6,3 no se observa un cambio claroen la

coeperatividad, aunque disminuye un poco el coeficiente

de Hill, sin embargo, en relación con la afinidad se

observa un gran aumento; reduqiéndose la ~ casi a la

mitad. Respecto al AD? no se ha observado variacion en

sus parámetros cinéticos al variar el pH.

‘0,4 <4~

o
‘a,

0,2

25 TQC
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Tabla IV,- Efecto del pH sobre .1 comportamiento cinÉtico de la PK respecto al PE?,

pH h

5,8 1,57 ±030 0,1 8±0,03

7,4 1,88 ±0,18 0,33 ±0,06

IV. 4. MODULADORESALOSTÉRICOS: ESTUDIO DE SU EFECTO

SOBRE LA ACTIVIDAD PK RESPECTO AL PEP.

IV.4.1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIÓNDE EFECTORES

SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PIRUVATOQUINASA.

La piruvatoquinasa está descrita como una enzima

alostérica capaz de responder a una serie de metabolitos

tal como se indicó el apartado 11.5. Con objeto de

caracterizar las propiedades reguladoras de la enzima en

músculo de lubina y compararlas con las de la enzflna de

otros orígenes, se ha determinado el efecto que podían

tener los moduladores citados en el apartado 1113. 1.E

sobre la actividad de la piruvatoquinasa, a dos

concentraciones fijas de FE? (0,4 y 1 mi!). Respecto al

otro sustrato (AD?) no se observó modulación por ninguno

de los electores probados,

Los experimentos cuyos resultados se describen a

continuación fueron realizados a pH 7,4 y 22’C. Sólo

mostraron efecto la fructosa 1,6 bifosfato y la fructa—

sa 2,6 bifosfato, la fenilalanina y la fosfocreatina.

Los resultados de la influencia de su concentración

sobre la actividad de FK se muestran en la fisura 9. Se

comprobó que la concentración de proteína en un rango de

25 a 750 pxg/ml, no afectaba al comportamiento de la

enzima, ni al efecto de los moduladores sobre ella.
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La F—l,6—?~ y la F’-=,6—P2 se comportaron como

efectores positivos. La activación es patente a las

concentraciones fisiológicas y va aumentando hasta

llegar a un máximo al concentración de 1 mii en la prime-

ra y de 0,1 mM para la segunda.

La fenilalanina y la fosfocreatina se comportaron

como efectores negativos. A concentraciones fisiológicas

presentan inhibición del 10 y del 50% respectivamente

A la vista de estos resultados se procedió a

caracterizar cinéticamente el efecto de la ?—l,6—F2 y la

F—2,6—?2 como activadores y de fenilalanina y

fosfocreatina como inhibidores. En estos experimentos se

usó la fructosa 1,6 bifosfato a concentración

fisiológica, sin embargo, los demás se ensayaron a con-

centraciones diferentes a la intracelular. La concentra-

ción fisiológica de la F—2,6—P~ y la fenilalanina es muy

baja (Tabla II> y su influencia en la actividad

piruvatoquinásica, en las condiciones experimentales

empleadas por nosotros, es peque?ia, por lo que se

prefirió utilizar concentraciones más elevadas que nos

permitieran observar los efectos conjuntos con mayor

fiabilidad, una vez comprobado que los parámetros

cinéticos no eran modificados por la concentración.

Debido a que la cantidad de fosfocreatina en la célula

es muy variable y para algunos autores sus efectos se

consideran un artefacto de la experimentación, se

utilizó una concentración menor a la intracelular (al

ser esta elevada) para comprobar que estos efectos de

regulación de la enzima y su interrelación con otros

compuestos se deben sólo al fosfato de creatina. La in-

fluencia de este compuesto es muy importante ya que esta

piruvatoquinasa, al contrario de lo ose se describe en

la literatura, según se seflaló en el apartado 1.4, no se

inhibe por AIX?.
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17.4.2. ACTIVADORES

A.— Efecto de la fructosa 1,6 bifosfato.

En la figura 10 se muestra el efecto de F-1,6--?2

sobre el comportamiento cinético de la PK. Actúa

basicamente disminuyendo el coeficiente de Hill a 1,3 ±

0,17 pero sin modificar la afinidad de la enzima <So.a =

0,33 t 0,03 mi!) y aumentando la Vmax un 140% t 22.

4

:3

2

1

Figura lO,— Efecto de la F—I,6—P2 sobre el comportamiento cinético de PK respecto al PEP.

Representación de Hill inserta,

• Control

A+ F-!6-P2 (0,01 mM),

Con objeto de profundizar en la termorregulación y

siendo la F-l,6—P~ el más característIco efector de la

PR de músculo en peces, se estudió la variación de su

influencia en función de la temperatura. Se realizaron

o
rl

-l
e

Hl

rl

rl

u
dc

(y/y-y)

0,4 0,8 1,2 PEP mM
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los mismos experimentos que en el apartado IV.3.2. pero

en presencia de F—i,6—P3.

En la fisura 11 se puede observar que a todas las

temperaturas ensayadas la F—1,6—P~ mantiene su efecto

activador y la disminución de la cooperatividad con

respecto al control. Esta disminución es más apreciable

a las temperaturas normales del hábitat <figura líA>. El

porcentaje de activación sobre la Vmax varía también con

la temperatura, se mantiene un alto porcentaje a 15 y

22C, que disminuye drásticamente a las temperaturas

extremas de 5 y 27C <figura liC>, La afinidad en

presencia de F—1,6—P~ con respecto al control práctica-

mente no varía con la temperatura <figura líE> aunque

aumenta a 5C y disminuye a 27C ligeramente.

En presencia de F—l, 6—P~, hay menor termorregula-

ción ya que los parámetros cinéticos varian en una menor

proporción que en ausencia de la misma. Bara facilitar

su comparación, los parámetros cinéticos en presencia y

ausencia de F—l,6—P~, se han incluido en la tabla V.

Tabla V,— tnfluencia de la teaperatura sobre el efecto de la fructosa 1,6 bifosf ato,

Temperatura Control + F—l,6—P2 %Activaci6n

h Sos So.;

1,4±0,23 0,4±0,03 1,3±0,14 0,2±0,06 15

O’ 21±0,19 0,4±0,05 1,2±0,13 0,3±0,10 120

5’ 21±0,30 0,4±009 1,8±020 0,5±0,08 190

22’ 1,9±0,18 0,3±006 1,2±0,07 0,3±0,03 140

27’ 1,4±0,20 0,2±0,04 1,2±0,09 0,3±0,10 SO
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Figura Ji,— Influencia de la

• ) Control y

A,— Activación,

E,— Coeficiente de Hill,

C,- Sos,

temperatura sobre

A •

Con el fin de investigar

?z variaba con el pH se

semejantes a los descritos en

presencia de este activador, A

comporta practicamente igual q

poco la ceoperatividad y sin

(Tabla VI), La presencia de

alteraciones producidas por el

150 ~q

o
ci

50 ~

0,6

u,
0,4 .9

‘a,

0,2

el electo de F-l 642.

si el efecto de la F-l,

real izaron experimentos

el apartado IV,3.3 en

pH fisiologico <6,8> se

ue a 7,4 disminuyendo un

afectar a la afinidad

F.-1,6-P2 no ~odifica la

propio cambio de pH.

A

8

L

5 InI 15 2) ~ PC
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Tabla VI,- Influencia del pH sobre ¡1 afecto de la fructosa 1,6 bit osf ato,

Control

So,s h Sos

6,8 1,57±0,30

1,4 1,88±0,18

0,18±0,03

0,33*0,06

B.-’ Efecto de la fructosa 2,6 bifosfato.

En la figura 12 se muestra el co

F—2,6—?2 sobre la cinética de la FK a

puede observar que se comporta como

porcentaje de activación de 30% ± 34,

al anteriormente citado. Al igual

disminuye la cooperatividad positiva

valor del coeficiente de Hill de 1,36

afectar a la afinidad ~ 0,33 t 0,

mportamiento de la

pH 7,4 y 22 C. Se

activador con un

bastante inferior

que la F-l,6--P~,

hasta obtener un

± 0,07 pero sin

06 mi!).

Con el fin de determinar el efecto del pH sobre la

activación de la F—2,6--F se realizaron experimentos

similares a los descritos en el apartado IV.3.3 en

presencia de dicho activador, La variación de pH de 7,4

a 6,8 en presencia de F-2,6-P2 produce una modificación

en los parámetros cinéticos semejante a la encontrada en

su ausencia, disminuyendo el coeficiente de Hill y

aumentando la afinidad. Los resultados se expresan en la

tabla VII.

pH + F—I,S—P2 tActivación

22±0,20

1,33±0,07

0, 21*0, 04

0,32±0,06

80
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Figura ¡2,— Efecto de la F—2,E—P, sobre al comportamiento cinético de la piruvatoquinasa,

Representación de Hill murta,

• Control,

O + F-23-P2 0,1 mit

Tabla VII,— Influencia del pH sobre el efecto de la fructosa 2,6 bifosfato,

pH Control + tActhación

Sos b Sos

6,9 1,57±0,30

7,4 38±0,19

lcgS

(v/V%

0,4 0,8

018±0,03

0,33±0,06

1,05±0,07

1,36±0,07

0, 19±0, 01

0,20±0,06

LS

30

55



O.— Efecto conjunto de las dos hexosas.

Con el propósito de comprobar qué tipo de

activación produciría el efecto conjunto de los dos

moduladores se realizaron experimentos de dos formas:

1.- Adición de F-1,6--P2 y posteriormente de F-2,6--P2 y

2.- Adición primero de F-2,6—F2 y a continuación de

F—l,6—?2. En ambos casos al afladir el segundo activador

se observó un comportamiento aditivo de los efectos. Los

dos experimentos mostraban cinéticas de tipo hiperbólico

duplicándose la afinidad, lo que no se alcanza con

ninguno de los dos activadores independientemente.

Un resumen de los parámetros cinéticos se muestra

en la tabla VII. El porcentaje de activación final

alcanzado es el mismo aunque se altere el orden de

adición (172% ± 20 sobre el control>. Como ejemplo se

muestra la figura 13, en la que se ha afiadido en primer

lugar F—2, 6-?2 y después E-le—?2

Tabla VII,— Efecto de los activadores CF-lS—?2 y F—2,S—Pi) sobre la actividad PK,

so,’

PE? 1 88±0,18 0,33±0,06

PE? + F-2,6-P2 1,36±0,07 0,30±0,06

PE? + F—2,6—P2 • F—l,6—P2 0,92±0,07 0,15±005

PE? • F-l,6-92, 1,33±0,07 0,32±003

FE? + F-l,G-P2 + F-2,6-P2 1,35±0,05 015±0,05

SC
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Figura ¡3,— Efecto conjunto de las dos hexosas bifosforiladas sobre el comportamiento Emético

de la piruvatoquinasa, Representación de Hill inserta,

• Control,

O. F-2,6-P2 (04 aH>,

Á+ F-2,6—P2 <0,1 mit) + F—¡6—P, (0,01 m~),

1V43. INHIBIDORES.

A.- Efecto de la fenilalanina.

El mecanismo cinético

tigado estudiando su efecto,

sobre la curva de saturación

de inhibición se ha inves-

a un concentración de 1 mi!,

por FE?. En la figura 14 se

0,4 0,8
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Figura 14,— Efecto de la fenilalanina sobre el comportaulento cinético de la piruvatoquinasa,

Representación del Hill insería,

• Control,

0+ Phe 1 mM,

&+ Phe 1 mM + F-I,6-?2 0,01 uit
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observa una disminución de la Vmax

la coaperatividad positiva <h = 2,24

practicamente la afinidad <So.s =

Mediante la representación de Dixon

15A)la inhibición es acompetitiva total.

del 25%, aumento de

± 0,12) y no varía

0,28 ± 0,05 mi!>.

se observa <figura

La F-1,6—P~ <figura

inhibidor, siendo capaz de

media del 75/. t 24 respecto

de Hill disminuye a 1,43 ± O

± 0,06 mi!). Por el contrar

efecto inhibidor pero sin

mantiene los parámetros éste

14> elimina

manifestar una

al control. El

17 y la So,s no

io la F—2,6-F2

sobrepasar el

<figura 14>.

el efecto

activación

coeficiente

varía <0,3

elimina el

control y

E.— Efecto de la fosfocreatina.

La inhibición producida por una concentración de

0,5 mi! sobre la piruvatoquinasa respecto al FE? se

muestra en la figura 16. Se observa una disminución de

la Vmax de un 40%, aumento del coeficiente de Hill (h

2,37 t 0,2) y no hay variación de la afinidad <So.~ =

0,31 ± 0,06 mi!). Por medio de la representación de Dixon

se ha determinado <ng. 158> que el tipo de inhibición

es competitiva total con una Ki de 0,5 mi!.

Al igual que sucede con la Fhe, la F-l,6-F~

<figura 16) elimina el efecto inhibidor de la

fofocreatina, produciendo un aumento de la velocidad

máxima de 34% ± 12 respecto al control, ligera disminu-

ción de la cooperatividad (h = 1,56 ± 0,1) y aumento de

la afinidad (So,~ = 0,25 ± 0,01 mX). En presencia de

F—2,6—F2 (figura 16> el efecto inhibidor se revierte,

pero solo hasta igualar el control y mantiene los mismos

parámetros cinéticos que Éste.
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Figura lE,— Representación de Dixón para la inhibición por:

fl,— fenilalanina

8,— fosfocreatina,

C.- Efecto conjunto de inhibidores.

Se realizaron los mismos experimentos que en el

apartado IV.42.C. con la presencia conjunta de los dos

inhibidores y en ausencia de activadores. Una vez que

actúa uno de los inhibidores, al añadir el otro no se

observa ningún aumento del efecto inhibidor, ni

variación en los parámetros cinéticos, lo que nos

indica que la inhibición producida por el efecto

conjunto de ambos moduladores no es aditiva, ni

sinérgica.
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Figura iS, - Efecto de la fosfocteatina en el comportamiento cinético de la piruvatoquinasa,

Representación de Hill inserta,

• Control,

•* fosfocreatina 0,5 mM,

A+ fosfocreatina 0,5 mM 4 F—IG—P2 0,0) mit,

O + fosfocreatina 0,5 mit • F—2,G-P2 0,) mM.
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V. RESULTADOS: FOSFOFRUCTOQUIEASA.

‘1.1. ESTUDIOS PRELIXINARES DE LA ENZIUIA.

Todos los estudios realizados sobre la enzima

reflejados en este apartado se han llevado a cabo en

extracto crudo, con el objeto de establecer las condí—

clones óptimas de mantenimiento, aislamiento y

purificación de la enzima y para comparar posteriormente

los resultados obtenidos con los observados con la enzi-

ma purificada.

Y. 1. 1. EXPLORACIóN DE LA FOSFOFRUCTOQUINASAEl DIVERSOS

ÓRGANOSDE LUBINA.

Se valoraron las actividades enzimáticas de la FFI<

en músculo, corazón, hígado y rifión, en las condiciones

estandar de ensayo, según se describe en el apartado

11.2.3.

EJ. tejido donde se encontró mayor actividad

específica de esta enzima fue el músculo (222 mU/mg), al

igual que sucedía con la piruvatoquinasa, alcanzando

sólo el 486% de este valor la enzima de corazón, la de

riffón 1,26% y la de hígado un 1%.

V.1.2 PROPIEDADES FISICO-QUINICAS DE LA ENZIXA.

A.— Estabilidad enzinútica de la PFK.

Conocida la existencia de la mencionada actividad

enzimática, con el fin de realizar los ensayos en las

condiciones óptimas de extracción y conservación de la

PFK, se realizaron experimentos previos para establecer

las condiciones que mejor favorezcan la estabilidad de

la enzima en relación el tiempo.
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Se probaron como medios de extracción de la enzima

varias disoluciones reguladoras: Tris—EGí, fosfato

dipotásico y monopotásico, habiéndose observado una

mayor estabilidad en relación con el tiempo con fosfato

monopotásico 50 mi!, pH 8,0. Esta última disolución se

eligió como medio de extracción y en ella se estudió la

influencia de otros agentes descritos como estabilizan—

tes,

Para estudiar la estabilidad de la enzima

respecto al tiempo, a las temperaturas de —20 y 4C en

presencia de los siquientes compuestos a las concentra-

ciones que se indican: Glicerol 20% <y/y>; FCP (0,2 y 1

mM), ATFt (0,2 y 1 mi!); DII 5 mi!; ~T 5 mi! y EDIA 1 mi!.

A la temperatura de 4C, observamos una pérdida

bastante acusada respecto al tiempo, en presencia de

todos los compuestos mayor que cuando la enzima se

mantiene en ausencia de ellos. Únicamente la adición de

F6P 0,2 mi! mantiene el 50% de la actividad al igual que

en el control, después de siete días, mientras que con

los demás la actividad es prácticamente nula.

A la temperatura de —20C, se observa un mayor

descenso de la actividad que en el caso anterior, ya que

a las ‘72 h no hay actividad en los extractos a los que

se ha afadido DII, MET o ATP y en los que se ha adicio-

nado BOlA o glicerol se detecta sólo un 18%. A los 7

días el control conserva el 65% de actividad y con P5P

0,2 mM el 55%.

A la vista de estos resultados se utilizó siempre

el extracto en tampón fosfate monopotásico sIn ningun

aditivo, y se conserva a —20C hasta el momento de su

utilización.
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B.- Influencia del pH

El efecto del. pH sobre la actividad enzimática se

muestra en la fisura 1’ZA. Se determinaron las

actividades a una temperatura de 22 C y a diferentes

valores de pH (4 a 11), según el método descrito en el

apartado II.2.5.B. Se observa un máximo de actividad

(100%) a pH 8 con tampón Tris-ECl. A partir de este

máximo hay una disminución brusca y simétrica a ambos

lados de la curva. En este mismo tampón y a pH 7,5 la

actividad es sólo del. 50% y a 8,5 del ‘75%.

La influencia del pH sobre la estabilidad de la

PFK, se determinó según se describe en el apartado

II.2.§.B. Los resultados obtenidos (figura 17B) muestran

que la FFK conserva el 100% de actividad en un rango de

pH de 7 a 9, manteniendo mas del 50% de actividad en el

intervalo de pH de 6 a 9.

loo

75

•0

r4

La
sc

50

25

Figura 7,— Influencia del pH iobre (A) la actividad y (9> la utabilidad de la PFK,

e > Acetato potasico, (O ) Tris maleico, ( * ) Tris-Hel ( O) Glicina.

5 7 9 11 pH
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C.— Influencia de la temperatura.

El efecto de la temperatura sobre la actividad de

la fosfofructoquinasa se observa en la figura iSA. La

actividad enzimática aumenta progresivamente hasta un

valor máximo a 50C, a partir del cual desciende

bruscamente hasta los 60C donde ya es prácticamente

nula. De la representación de Arrhenius se ha obtenido

un valor de Ea de 34,3 Rj¡mol. El valor del coeficiente

de temperatura, Qio, en el intervalo de 5 a 50C es de

1,58 ± 0,57.

La influencia de la temperatura sobre la

estabilidad enzimática se muestra en la figura 18B. La

enzima conserva el 100% de actividad desde —20’C hasta

35C, descendiendo bruscamente para anularse a 7OC.

V.1.3. PROPIEDADES CINÉTICAS DE LA FOSFOFRUCTOQUINASA.

A.— Influencia de la concentración de sustratos

sobre la actividad de la enzim.

a. — Fructosa 6 fosfato. Con objeto de conocer el

comportamiento de la enzima respecto a su sustrata F6F,

se variaron las concentraciones (0,01—2 ini!) del mismo,

manteniendo una temperatura de 22’ C, un pH de 8.

La figura QA muestra la curva de saturación

respecto a FC?. Se puede observar un comportamiento ci-

nético bifásico con una meseta intermedia entre 0,25 y

0,4 mi!. Esta falta de sensibIlidad relatIva en determi-

nados intervalos de concentración podrían corresponder

(Teipel y Koshland, 1969~ con una transición desde

cinética con cooperatividad negativa hasta michaeliana,
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e incluso hasta cinética con cooperatividad positiva, a

medida que aumenta la concentración de ligando.

Al realizar la representación de Mill se ha

comprobado un aumento en el grado de cooperatividad a

medida que aumenta la concentración del sustrato <0,01 a

0,3 mi! h = 0,g6 ± 0,26 y de 0,3 a lmM h = 2,36 ± 0,15>,

pasando de una cinética michaeliana a una con cooperati—

vidad positiva.

A altas concentraciones de sustrato, la enzima

muestra una menor afinidad <So.s = 0,28±0,02 mi!) que a

bajas concentraciones ~ = 0,12 ± 0,04 mi!)

b.— Complejo NgATP~. Segt~n se indicó en el

apartado 1.6., el ATP puede unirse a cationes metálicos

de diversas valencias pudiéndose considerar el MgATF2

como el verdadero sustrato de esta enzima, Para el

cálculo de las concentraciones de las posibles especies

tónicas presentes se ha considerado un valor de la

constante de estabilidad para la formación de este

complejo, a pH 8, de 75,000 M’ (O’Sullivan y Berrín,

1964). A este valor de pH, la formación de HATP’ y

HMgATP es despreciable, así como la unión del Mg24 a la

FC?.

En lafigura iSE se observa la cinética de la FFK

respecto a la concentración de MgATP2’ y respecto al

ATE4—.

Al obtenerse la máxima actividad utilizando el

MgATP2, se puede considerar que el verdadero sustrato

de la PFK de músculo de lubina es este complejo. La

debil actividad observada en ausencia de Ng2t es debida

solamente a la unión del A7P4 a la enzima ya sue la
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presencia del catión en la mezcla de reacción puede

considerarse despreciable.

La cinética respecto al AT?t es hiperbólica con

una Km de 0,43 mi!. Respecto al KgATF~ la cinética es

bifásica, con una meseta intermedia de 0,25 a 0,4 mi! y

una transición de coeperatividad negativa a positiva, al

igual que ocurría con el otro sustrato, al aumentar la

concentración (de 0,01 a 0,3 mi! h = 0,71 ± 0,08 y de 0,3

a 1 mi! h = 1,5 ± 0,2).

La afinidad es mayor en el tramo inferior ~ =

0,12 ± 0,03) que en el superior ~ = 0,24 ± 0,05).

bI.— Relación con el Xg~. En presencia de Mg2

libre <2,5 mi!), en exceso sobre el MgATP~, se observa

(figura 20> que desaparece la zona de transición>

convirtiéndose la cinética en michaeliana y saturándose

la enzima a una concentración del sustrato de 0,8 mM.

Se ha podido comprobar que todas las concentracio-

nes fijas de Mg2 libre probadas, a partir de 1 mi!,

convierten la cinética en hiperbólica y se mantienen

prácticamente los mismos parámetros cinéticos según se

muestra en la tabla IX.

Tabla Ii,— Efect,~ de diferentes concentraciones de flg” sobre la actiWdad de PFK,

2,5 a~ 3,0 mM 5,0 mM

Bifasica 1,07 ±0,08 099 ±0,10 1,19 ±0,11

Bifasi:a 0,17 ±0,03 022 ±0,06 0,23 ±0,07
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Figura 20,— Efecto de 2,5 mM Mg2 libre sobre la cinÉtica de la PFK respecto al MgATP2

Representación de Hill inserta,

• Control,

* 4 2,5 mM Mg2.

Además se realizaron curvas de saturación con

concentraciones variables de Mg2’t Para ello se mantuvo

una concentración fija de Mg~ y se fué variando la con-

centración de AIF. Con 24 mi! constante de Mg~ y AIF

variable de 0 a 6 mi! (condiciones semejantes a las fi-

siológicas), la cinética es también hiperbólica <h ~l,06

± 0,1) y la afinidad es semejante a la encontrada en

presencia de concentraciones fijas de Mg~ (Km = 0, 12 t

0, 05)

Se probó también la relación fisiológica 9: 1

(Mg~: ATPa) en todos los puntos y la cinética mostró

una ligera coaperatividad negativa (h 0,85 ± 0,025) y

una mayor afinidad <So.s 0,056 t 0,Oi mi!) que en los

demás experimentos en presencia de magnesio libre.
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Todos los parámetros cinéticos obtenidos en

presencia de Mga~ son comparables, siendo significativa-

mente distintos solo los realizados con la proporción

intracelular. Ninguna concentración de M8
2 libre

incrementa la Vmax.

b.II.— Tipo de inhibición par AT?~. En la figura

21 se muestra la influencia de la concentración del

AT?— libre sobre el comportamiento cinético respecto al

KgATP2t En la representación de Dixon se observan dos

grupos de rectas que se cruzan en puntos diferentes, una

correspondiente al ti—ano superior de la curva de

saturación y otra al tramo inferior.

Para altas concentraciones de NgAT?2t la ¡U del

ATP~” es de 1,5 mi! y para bajas concentraciones de 3,2

mi!.

o,: nr

.0,2 nr

0,3 nr
0,6 nr

1,0 nr

Figura 21,— Inhibición de la actividad PFK por ATF’

0—) Bajas concentraciones de MgATF2,

(——1 Altas concentraciones de MgATP2

0.3

0,2
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+
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Se ha determinado el porcentaje de inhibición por

ATP~ libre respecto a la Vmax, con unas concentraciones

dentro del rango en el que fisiologicamente podría

variar el KI’? en el esfuerzo muscular. Los resultados

muestran que por debajo de 1 mi! de ATF~ libre no se

observa inhibición; a 1,5 mi! hay un 9,1 %± 1,5 de inhi-

bición y a 2,5 mM un 18,7% ± 1,5. A la concentracion fi-

siológica (2,75 mi!) hay un 25,0% ± 0,8 de inhibición. El

50% se alcanza a 5,5 mi! <50% ± 8,8). Otras concentra-

ciones probadas han sido 3,5 y 4,5 mi! que dan un 28% ± 4

y un 43% ± 7,6 de inhibición respectivamente.

B.— Noduladores.

a.— Efecto de la temperatura. Los resultados

obtenidos respecto a los dos sustratos a las temperatu-

ras de 5, 10, 15, 22 y 27MZ se muestran en la figura 22.

A todas las temperaturas se mantiene el

comportamiento bifásico de las curvas de saturación

frente a los dos sutratos y la zona intermedia de

transición siempre se encuentra situada entre 0,25 y 0,4

mi!.

Respecto a la F6B (figura 22A) y a bajas concen-

traciones no se observa claramente termorregulación. A

altas concentraciones se observa una disminución de la

cooperatividad al pasar de 5 a 15 O, dandose el máximo

a 22 O. La afinidad en ambos tramos aumenta ligeramente

a 5 O.

Respecto al MgAT?~ (figura 223) se observa que en

el tramo inferior de la curva bifásica, la c~nática

varía de michaeliana a coeperatividad negativa conforme

aumenta la temperatura. En la zona superior se produce

una disminución muy brusca de la cooperatividad al
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pasarde 5 a SC. En ambos tramos de la curva la

afinidad alcanza un valor máximo a 15’ C, a partir de la

cual se mantiene prácticamente estable.

Con 2,5 mi! Mg~ libre sobre MgATP2 <figura 22B)

no se observa clara termorregulación, elimina siempre la

cinética bifásica que presenta la curva de saturación

para este sustrato . A 10 y 15C se observa un aumento

de la Vmax en presencia del Mg~ libre del 25% ± 7,3 y

55% ± 15,5 respectivamente.

También se estudió el efecto de la temperatura

sobre la inhibición de PFK por ATE— libre y los

resultados se muestran en la tabla X. A la concentración

intracelular de ATE <2,75 mi!) se puede observar que el

porcentaje de inhibición disminuye al disminuir la

temperatura, no viéndose inhibición a 5C. A concentra-

clones mayores (5,5 mi!) la disminución se observa a

partir de 22C, siendo tambien nula a 5’C.

Tabla 1,— Influencia de la temperatura sobre la inhibición de la PFk por ATP4

1 Inhibicion,

Temperatura ‘2 2,75 uN ATP S.S mM ATP

27 28,6 ±2,1 39,0 ±5,2

22 25,0 ±0,8 50,0 ±8,8

5 22,7 ±1,3 24,6 ±0,6

lO 17,2 ±0,6 19,7 ±4,2

5
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b.— Electo del pH. La influencia del pH sobre los

parámetros cinéticos de la PFK respecto a sus dos

sustratos se muestra en la tabla XI. A ninguno de los

dos pHs ensayados: pH 8,0 <optimo) y pH 6,8 <más cer-

cano al fisiológico) y no se aprecian cambios signifi-

cativos respecto a Fe?. En relación al. MgATPZ se

observa un aumento de cooperatividad en los dos tramos

pero no varía marcadamente la afinidad,

Tabla XI,— Influencia del pH sobre los parámetros cinéticos de la PF~,

Concentraci6n da sustrato (A) de 0—0,3 ¡fl1 (E) de 0,3-! mli)

pH Sustrato hA h. $0,8 So,s e

8,0 PSP 0,96 ±0,26 2,36 ±0,15 0,12 ±004 028 ±019

6,8 FE? 088 ±0,20 2,67 ±0,30 0,11 ±004 0,28 ±0,02

8,0 MgATP
2’ 0,71 t 0,08 1,50 t 0,20 0,12 ±0,03 023 ±005

6,8 HgATP2 1,06 ±0,13 2,25 ±0,20 0,19 ±0,07 0,28 ±0,03

En ninguno de los experimentos realizados en

presencia de Mg~ libre se observa cambio en los

parámetros cinéticos , al disminuir el pH a 68, única-

mente hay un ligero incremento de la Vmax (15%) en

presencia de Mg~ 2,5 mi! libre y constante.

Respecto al efecto del pH sobre la inhibición d~

la PFK por ATE’—, se observó una notable reducción del

porcentaje de inhibición al pH mas cercano al

fisiológico (6,8), ya que a la concentración de 2,75 mi!

solo era del 10%, a 2,5 mi! del ‘7% y del 3% a 1,5 mi!. El

máximo de inhibición se conseguía a partir de 3,5 mi! y

era del 16%.
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c.— Electores. Se ensayaron sobre la actividac:

fosfofructoquinásica, a diferentes concentraciones de

sus dos sustratos, MgATP~ y Fe?. Concentraciones

fisiológicas de citrato, AD?, NEZ, F—1,6—P3, F—2,6—P2,

FE?, fosfocreatina, alanina y fenilalanina no manifes-

taron ninguna influencia. Para los efectores más carac’-

terísticos de esta enzima se probaron también concen-

traciones más elevadas: F—1,6—P~ hasta 0,1 mi!; ADE hasta

1 mi!; citrato hasta 1,2 mi! F—2,6—Pa hasta 0,25 mi! y

G—1,6—P~ a 0,1 y 0,25 mi!. Solo se observó un ligero

efecto de la F—2,6—P2 por encima de 0,05 mi!.

V.2. PURIFICACIÓN E INVESTIGACIÓN DE FORXAS ENZIJ(áTICAS.

V.2.1. TR.ATAXIEETOS PREVIOS.

Se estudiaron diferentes tratamientos previos a

las cromatografías en columna, pero no dieron un buen

resultado. La precipitación con sulfato amónico daba un

bajo rendimiento, ya que al ser el amonio un activador

de la enzima fue necesario dializar con lo que se perdía

prácticamente toda la actividad. Los tratamientos con

sulfato de protamina y polietilenglicol daban un escaso

rendimiento en comparación con el factor de puruficaciór..

alcanzado (47% y 1,2 respectivamente).

Con el tratamiento térmico se mejoraba la purifi-

cación dos veces pero el rendimiento era sólo dcl 65%.

Por todo lo expuesto, se decidió no utilizar ninguno de

estos tratamientos en el proceso de purificación de la

enzima,

V.2.2. CROMATOGRAFÍADE KFIMIDAfl <BLUE SEPEAROSE CL-6E).

Fué el primer paso de purificación empleado y se

utilizaron los parámetros operatorios descritos en el
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apartado 11.2.7. El perfil de elución pone de manifiesto

dos picos con actividad ?FK (Fig. 23.A.), El grado de

purificación y el rendimiento se muestran en la tabla

XII. Denominamos PFK-M, a la actividad enzimática que

aparece en primer lugar, que se obtiene con un factor de

purificación de dos veces y un rendimiento del 20%, y

PFK—>6 a la que aparece en la elución, con un factor de

purificación de 16 veces y un rendimiento del 102%.

Antes de continuar con el proceso de purificación

se hicieron diversos experimentos para comprobar que los

dos picos obtenidos no eran debidos a artefactos

introducidos en la cromatografía como pudieran ser: una

sobrecarga de la columna, proteolisis de una misma

proteína o equilibrio entre dos formas de agregación de

la PFK. Se varió la concentración de proteína, que se

introducís en la columna, aumentándola o disminuyéndola,

y siempre se obtuvó el mismo perfil con lo que descar-

tamos la posibilidad de sobrecarga. Se emplearon también

inhibidores de proteasas, como el EDTA, en los tampones

empleados en la purificación y también se obtuvo el

mismo perfil. Al recromatografiar cada pico por separado

sólo se obtenía un pico y eluía en el mismo lugar donde

salía la primera vez, esto elimina la posibilidad de un

equilibrio de diferentes estados de agregación.

V.2.3. CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN EN GEL <SUPEROSE 12).

Las fracciones de máxima actividad de ambas formas

enzimáticas por separado se sometieron a un segundo

proceso cromatográfico en un FELO (equipo de cromato-

grafía en fase líquida para separación rápida de

proteínas), según se describe en el apartado 11.2.7, En

cada caso sólo se puso de manifiesto un pico de

actividad (Fig 23E y O), alcanzandose un factor de

purificación y un rendimiento para la PFK-M, del 22 y
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12% respectivamente y para la FFK—Ma del 323 y 100%.

(Tabla XIII).

Tabla XII,— Resumen del proceso de purificación de la PFX,

Actividad proteinas flEE, Factor de (1)

Tratamiento CUí/mí) (ng/mi) Cuí/mg) purificación rendimiento

Extracto crudo 4,5 x lO— 2,52 OIl lOO

Elia. Sepharose CLES

PFK—M1 1,8 x 10-2 5,5 x 10—2 0,32 2 20

PFK—M2 13,5 x 102 5,1 x jQ2 2,65 lE 102

Superose 12 (FPLC)

7,2 x 10’ 2,0 x 10’ 3,5 22 2

FFK—M= 8,5 x 10—2 1,5 x lO~ 54,8 323 00
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V.2.4. ELECTROFORESESEX GKLES DE POLIACRILAXIDA.

Se realizó según se describe en

11.2.8,, utilizando como muestras tanto

crudo, como los extractos procedentes de 1

pasos de la purificación. La fotografía

una muestra del último paso del proceso

donde se observa una sola banda,

el apartado

el extracto

os diferentes

2 corresponde a

de purificación

—

~—-,. ~n.—

½- ,-. —e

-t~v

-a.

“-s.s
— . .-
1-.

1k -
-1z~. ‘ -

it

5 4 :3 2 :1.

Fotografía 2,— Desarrollo electroforetico en gel de poliacrílamida de la fosfofructoquinasa

1,— Extracto crudo,

2,— PFK—M procedente de la

3,— PFK—M2 procedente de la

4,— PFK—M procedente de la

5,— PFK—M2 procedente de la

cromatografía de afinidad,

cromatografía de afinidad,

filtración en gel,

filtración en gel,
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Y. 2.5. DHTERXIU’AGIÓN DEL PESO XDLECITLAR.

La determinación del peso molecular de la

Losfofructoquinasa de músculo de lubina se llevó a cabo

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en

gradiente del 5 al 15%, según el método descrito en el

apartado II.2.9.A. Al interpolar el Rf de la FFK, ese

obtiene un valor para las subunidades de 73.500 ± 3.500

daltons <Figura 24>.

5
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1 , ¡

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 I~

Figura 2*, — Curva patrón para la determinación de la masa molecular de la PFK de músculo de

lubina mediante electroforesis en gel,

Proteínas patrów fosforilasa b (94,000> seroalbOmina bovina (67,000>, ovoaIb~mi-

na (43,000) anhidrasa carbónica (30,000>, inhihibidor de tripsina (20.000> y a-lac-

toaibOmina (14,000>,
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7.3. ESTUDIO CINÉTICO DE LAS FORXAS DE LA ENZIMA.

Y. 3. 1. COKPORTAXIEUTORESPECTO A SUS SUSTRATOS.

A.— Fructosa O fosfato.

El efecto de la concentración de la FC? sobre la

actividad es diferente en ambas formas enzimáticas, La

PFK—M1 <figura 25k) presenta cooperatividad positiva con

un coeficiente de Hill de 1,28 ± 0,17 y una constante de

afinidad de 0,19 ± 0,03 mi!. Sin embargo, la PFK-1’6

presenta una cooperatividad negativa con un coeficiente

de Hill de 0,75 ± 0,1 y una mayor afinidad hacia el

sustrato So.s = o,oe ± 0,02 mi!). Se puede observar que

cada una de estas formas presenta unos parámetros

cinéticos que se asemejan a los dos tramos que se

observaban en la curva de saturación por FC? en extracto

crudo.

Por otra parte la PFK—M~ tiene una actividad apro—

ximádamente diez veces mayor que la PFK—K1; como la

elución se realiza con 5 mi! de AID? y este compuesto se

ha descrito como un elector positivo de esta enzima, se

realizaron experimentos paralelos con ?FK—M1 en

presencia de ADF (5 mM) con el fin de comprobar que la

PFK—N~ no corresponde a la misma forma enzimática enmas-

carada por el efecto activador del AID?. Los resultados

se muestran en la figura 26, donde se puede ver que el

AID? produce una activación pero sin llegar a incrementar

en diez veces la actividad y sin variar los parámetros

cinéticos de la FFK-1’t, (h = 1,29 ± 0,12 y So,s = 0,17 ±

0,02 mM).

También se realizaron experimentos para comprobar

si la cinética de tipo bifásico que presentaba la enzima

en extracto crudo se debía a la mezcla de estas formas
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B.— Compleja XgATP.

Las curvas de saturación por XgATP~ para las dos

formas enzimáticas se muestran en la figura 27. Al igual

que para el otro sustrato el comportamiento cinético de

ambas formas enzimáticas es diferente. La ?FK—M, tiene

coaperatividad negativa con un coeficiente de Hill de

0.8 ± 0,06 y una baja afinidad <So.s = 0,24 ± 0,05 mi!).

La PFK—X~ tiene cinética michaeliana <h ogg ± 0,08) y

una alta afinidad (So,.s = 0,09 t 0,01 mi!).

EJ. AID? sobre la FFK—M1 , respecto a este sustrato,

muestra también efecto activador (figura 28) y modifica

los parámetros cinéticos pero sin igualarlos a los de la

PFK—K2 (Tabla XIII)
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Figura 29,- Efecto del AD? sobre el comportamiento cinético de PFK-N rewerto al NgAP~

Representación de Hill in~erta,

• Control,

A. AD? 5 mli,

(v/V-v)
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El efecto conjunto

<Fig. 27C) manifiesta una

igual que sucedía con

parámetros cinéticos muy

<Tabla XIII).

de ambas formas enzimaticas

cinética de tipo bifasico al

el. otro sustrato, F6P, con

semejantes al extracto crudo

En la tabla XII se resumen los parametros cinéti-

cos de la PFK de musculo de lubina, para sus dos formas

enzimaticas y para sus dos sustratos.

Tabla XIII,- Paráictroscinéticos de la PFX respecto a sus sustratos FSP y MgATP2,

FSP

h

Extracto crudo 0—0,3 uM

0,3—1 mli

PFX-M

PFK-li
2

PFX-li, + ADP

PFX Cli, + li~>

SuiM

0—0,4 mli

0,4—1 uN

0,96±0,26

2,36±045

1,28±0,17

0,75±0,10

1,29±0,12

094±0,08

2,90±0,13

30.5

0,12±0,04

0,28±0,02

0, 19±0,03

0,06±0,02

0, 17±0,02

0, 16±0,03

0,28±0,02

0, 71 ±0,08

1,30±0,20

0, 80±0, OS

0, 99*0, 08

1,05±0,06

091±0,06

l,S0t0,10

MgATP
2

so.
6

0, 12±0,03

0,23±0,03

0, 24±0,05

0,09±0,01

0,15±009

0,09±0,02

049±004
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7.4.2. COMPLEJO MgATP3 Y SU RELACIÓN CON Xg~ Y ATP~

LIBRES.

A.— Efecto del Ng~ libre.

Se estudió el efecto del Mg~ sobre ambas formas

enzimáticas, a una concentración fija de 2,5 mi! al igual

que se realizó en el extracto crudo. Los resultados se

muestran en la figura 29.

Sobre la ?FK—M
1 <figura 29k) se comporta como

inhibidor, disminuye la Vmax, incrementa la coeperatí—

vidad transformándola en positiva <h 1,44 ± 0,09) y no

modifica la afinidad.

Sobre la FFK-M~ (fisura 292) actúa como activador

aunque no aumenta la Vmax, hace la cooperatividad

negativa Eh = 0,72 1 0,1) y aumenta la afinidad <So.s =

0, 06 ± 0, 007 mi’!)

Sobre el conjunto de ?FK-M, y PFK-K2, el Mg
2 hace

que no se manifieste la cinética bifásica, cono se puede

observar en la fisura 30, efecto que también se

observaba en extracto crudo. La cinétIca es hiperbólica

con una Km de 0,06 ± 0,01 mi!.

Figura 30,— Representación de Hill del efecto del Mg2 sobre la actividad PFK Cli + Mi

respecto al NgATP2.

lag (v/V—v)

1

log S1
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B.- Inhibición por ATP~ libre.

En la figura 33 se muestra el efecto del ATFt

sobre la actividad de ambas formas de fosfofructoquinasa

purificada. En la figura 33A se observa que la constante

de inhibición para la PFK—M. es de 1,8 mi!, semejante a

la correspondiente a los puntos altos de la curva de

saturación del extracto crudo y en la figura 33B se ve

que para la otra forma la ¡U es de 3,75 mi! semejante a

la zona de bajas concentraciones. En ambas formas

enzimáticas la inhibición es competitiva total.

1/u

0,1

5 4 2 2 2

OZ ,t4

5 AWS4

-<1~ -3$~

1/Y

A

3 2 1

-4<i’ 1,8

0.25 ~ft

í,m ntl

2 2 5 AWt4

Figura 3),— Tipo de

A,- PR-M,

B,— PFK—li
2,

inhibición del ATP’ respecto al MgATP
2-

El porcentaje de inhibición por ATE es semejante

en ambas formas enzimáticas como se refleja en la tabla

XIV. El 50% de inhibición, sobre la FFK-M,, se alcanza
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con 5 mi! de AT?, como ocurría en el extracto crudo, pero

a la concentración más próxima a la intracelular la

inhibición es mayor que en crudo. La PFK—X~ tiene un

porcentaje de inhibición algo más bajo que la anterior

para todas las concentraciones de ATR’— libre estudia-

das. Curiosamente, puede observarse que los valores

medios de los porcentajes de inhibición de ambas formas

enzimáticas es semejante a los valores de inhibición

encontrados para la enzima sin purificar.

Tabla XIV,— Porcentaje de inhibición (%) de la actividad PFK por ATP’ libre respecto al Mg2.,

PFX-li

CATP’1 libre

5,00 mli

2,15 mli

1,00 mli

1 mli

50± 1

39 ± 1

24±11

025 mli

Al ±

33 ±

32±

1 mli

¿2 ±2

25 ±S

7±1

lo

3

0,25 mli

¿5 ±3

SS ±2

8±1

7.4.3. MODULADORES.

A.- Estudio de los diferentes efectores.

La fosfofructoquinasa está descrita como una

enzima alostérica capaz de responder a una serie de

metabolitos, tal como se describió en el apartado 11.6.

Con objeto de caracterizar las propiedades reguladoras

de la enzima en músculo de lubina y compararlas con la

de otros orígenes, hemos estudiado el efecto que

pudieran tener los moduladores citados en el apartado

ViS., sobre la actividad de la fosfofructoquinasa
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purificada, respecto a la F6P en diferentes puntos de la

curva de saturación.

Todos los resultados que se describen a continua-

ción corresponden a experimentos realizados a pH 8,

temperatura de 22 C y respecto a la F6P, que se

considera el sustrato más específico de la enzima. Los

resultados obtenidos se reflejan en la tabla XV.

En la tabla XV se pueden observar las diferencias

tanto cuantitativas como cualitativas de ambas formas

enzimáticas frente a sus efectores.

Tabla XV,— ¡nf luencia de diversos efectores sobre la actividad PFX respecto a FSP,CMgATP2i’3uM,

NE, no efecto,

PFk—li~

Elector (mli)

Contol

AD?

Citrato

ATP’

PEP

6—1,6—Pz

F—1 ,S—P2

F—2S-P
2

PSP 0,8 mli FE? 0,25 mli

(0,445)

(1,8)

(3,0)

(5,0)

(3,0)

(0,057)

(0,1)

(0,01)

(0,3 nm)

+ 6—l,6—P2

100

HS,0± 5<0

HE,

N,E,

50,0± 2,0

51,5± lS

HE,

144,0±19,0

200,0±12,0

135,5±10,9

36,9±3,5

100

125,0± 5,5

HE,

HE,

67,0± 5,0

750±4,2

ME,

138,0±12,0

200,0± 12,0

141,0± 3,0

149,7± 2,3

FE? 1 mli

loo

8,2± 3,0

120,0±10,0

55,5± 4,5

74,3±2,8

143,3± 3,8

23,0± 5,8

650, 0±18, 6

117,0± 5,0

1358± 4,2

PSP 0,15 mli

100

N,E,

1)4,0± 9,0

15,8± 5)0

55,5± 3,2

131,0±18,0

123, 0±10

660,0±18,0

25, 5±11,0

Idi 0± 3,5

Para determinar la influencia de la F-l«5-P2 se

siguió el método descrito en el apartado hI.2.3. Debido

120



a la utilización de este método no se pudo medir el

efecto de la F—1,6~Pa junto al de la G-1,6--P2 y de la

F—2,6—Pa, ya que no se detectaba activación por estos

últimos compuestos con este procedimiento.

Al estudiar el efecto conjunto de la G—1,6-I’~ y la

F—2,e—Pz sobre la PFK—X1 se observa, independientemente

del orden en que se afladan, que el porcentaje de

activacion corresponde a la primera que se aflade y la

otra no es capaz de modificar este efecto. Sin embargo

sobre la PFK—1’6 los efectos son aditivos,

Además de los metabolitos y concentraciones que se

muestran en la tabla XV, se probaron otros que se citan

a continuación: AID?, a concentraciones mas bajas que la

fisiológica <0,2 mi’!) y a la concentración empleada en la

elución <Smi!) obteniéndose el mismo porcentaje de

activación sobre la PFK-M, y ningún efecto sobre FFK-1’6;

fenilalanina, descrito como inhibidor de BK, a

concentración intracelular y más elevada (1 mM), no

afecta a la PFK—M1 y sobre la otra forma enzimática se

observo una lisera inhibición (11%> pero no a todas las

concentraciones de sustrato; asimismo, la alanina a

concentraciones de 1 y 2 mM, el citrato a concentración

intracelular y la fosfocreatina a concentraciones fisio-

lógicas, no manifestaron influencia alguna.

A la vista de estos resultados, se procedió a

caracterizar cinéticamente el efecto de la F~l,6~~P2,

como activador más potente y el efecto de la F—2,~—P=,

como efector más característico de la enzima. Así mismo,

se estudió también el efecto del PB?, ya que está

descrito como un inhibidor de esta enzima y en nuestro

caso (FFK-?’h), al igual que en hígado de lubina (Fideu y

col., 1939), se comporta como un activador.
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B.- Efecto de la fructosa 1,6 bifosfato.

Ea la figura 32 se muestra la influencia de este

activador sobre el comportamiento cinético de ambas

formas enzimáticas. La F-1,6--P2 actúa sobre la PFK-M1,

básicamente, disminuyendo el coeficiente de Hill Eh -

1,07 t 0,06) hasta hacer la cinética hiperbólica, aumen-

tando solo ligeramente la afinidad <So.s 0,15 ± 0,005

mi!) (figura 32A).

Sobre la FFK—M12, la P—l,6--P2 actúa también como

activador pero mucho más potente. Varía muy poco el coe-

ficiente de Hill, haciendo algo más negativa la coope-

ratividad Eh = 0,62 ± 0,089) y aumenta la afinidad (So.~

— 0,03 ± 0,009 mi!) (figura 343).

C.— Efecto de la fructosa 2,6 bifosfato.

En la figura 33 se muestra el efecto producido por

la F—2,6—P2 sobre el comportamiento cinético de ambas

formas enzimáticas. Se comporta como un activador pero

menos potente que la F—l.6--P2. La F—2,6—P2 actúa sobre

la PFR—M1 incrementando la Vmax pero sin variar los

parámetros cinéticos (Figura 33k).

Por otra parte, sobre la PFK-K= <figura 333>

incrementa la Vmax, aunque en menor porcentaje que para

la FFK—M,, disminuye el coeficiente de Hill (h = 0,6 ±

0,03) y aumenta la afinidad ~ = 0,04 ± 0,01 mN<

como se puede observar en la figura 333.
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D.- Efecto de). fosfoenolpiruvato.

El FE? no manifiesta efecto alguno sobre ?FK-K1 y

actua como un activador sobre la FFK—M~ (figura 34),

modificando la Vmax pero sin alterar demasiado los

parámetros cinéticos. Disminuye el coeficiente de Hill

Ch = 0,67 t 0,04) y la afinidad (So.a = 0,076 ± 0,06

mi!).
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Figura 34,— Efecto del PEP sobre la actividad PFK—M2. Representación de Hill inserta,
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VI. DISCUSIÓN.

VI. 1. DETERMINACIÓN DE LA CONCE~tRACIÓN INTRACELULAR DE

XBTABOL 1 TOS -

tina posibilidad de obtener mayor información de

la actividad “in vivo” de las enzimas y del metabolismo

energético de los seres vivos es la estimación de la

concentración intracelular de los intermediarios

metabólicos y de los nucleótidos de adenina <Leray y

Bachand, 1975). El estudio de las concentraciones

fisiológicas de los compuestos relacionados con la ruta

glicolítica es un paso inicial para poder conocer mejor

el funcionamiento de la citada ruta.

Los nucleotidos de adenina tienen un interés

particular porque la energía metabólica es preferen-

temente transferida a través de los enlaces ricos en

energía del ATP (Cann—Moisan, 1989). La determinación

del ATP, así como la del AID? y AJiE (productos de la

hidrolisis del ATP), nos dará información sobre la

energía disponible de la célula.

Los cambios en los niveles de efectores debidos a

las diferentes situaciones metabólicas podría indicar si

una enzima es regulada o no por factores diferentes a la

concentración de sustrato y es fundamental en el estudio

de la regulación de una enzima, el conocimiento Intra-

celular de sustratos y efectores.

Las concentraciones fisiológicas de metabolitos de

especies ectotermas pueden variar con la temperatura del

hábitat (Freed, 1971). Los valores encontrados en

nuestro caso, según se refleja en el apartado 111.1,

para lubinas cuya temperatura media de cultivo era de

15G, son del orden de los que podrían obtenerse
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interpolando entre los obtenidos por Freed (1971> en

músculo de carpa <Carasslus auratus) aclimatadas a 5 y

25C. Los valores obtenidos <Tabla 1 y II) no muestran

marcadas diferencias con los encontrados por diversos

autores para músculo de diferentes especies acuáticas

(Diezdridzik y Hochachka, 1978; Dobson y Hochachka,

1987; Dobson y col., 1987; Cann-Xosian y col. , 1989>

El valor de 0,84 encontrado para la carga

energética celular, se encuentra comprendido entre los

niveles normales de la mayoría de los organismos

<Atkinson y Walton, 1967; Cann-Mosian, 1989). Los

valores de carga energética varían entre cero (todos los

nucleótidos estan en forma de AIf> y uno (todos los nu—

cleótidos están en forma de ATP>. El alto valor

encontrado por nosotros indica que las concentraciones

de ATP son elevadas, lo que puede estar justificado por

la función de este tejido, y es similar a los niveles

encontrados en otros músculos de peces (Leaver y Burt,

1981), Asimismo la concentración de fosfocreatina es

también muy elevada.

La actividad ?FK y su papel regulador en la ruta

glicolítica, se ve influida por la concentración de

sustrato y producto de la reacción. De acuerdo con Hosca

y Corredor (1984), las células se clasifican en dos

grupos, teniendo en cuenta que la Km de la aldolasa es

del orden micromolar, dependiendo del cociente Ft5P/F-

1,6—F~t Tipo 1, aquellas células donde larelacion es

superior a 1 y tipo II, aquellas en que es interior a

0,1. En las del tipo II la ruta estaría regulada en una

etapa posterior a la PFK y en las de tipo 1, a la que

pertenecería el músculo blanco de lubina, cuya relactin

F6P/F-l,6—P~ es 2,13, la reacción catalizada por la ?FK

sería la etapa limitante de la glicolisis <Felí, 1984;
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Racker, 1984; Akkerman, 1985; Crabtrei, 1985; Masters,

1985).

Se han observado diferencias significativas en los

valores determinados para músculo con los encontrados

para hígado de esta misma especie <Medina, 1986), lo

cual es lógico debido a la diferente función fisiológica

de estos dos órganos. En general, todos las concentra-

ciones de intermediarios de la ruta glicolítica son, al

menos, el doble en músculo que en hígado, lo que indica

que en peces, el músculo blanco es un tejido con una

gran actividad glicolítica.
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VI. 2.

Como ha sido citado anteriormente, e]. músculo

blanco de teleósteos es, fundamentalmente, glicolítico y

es en este tejido de lubina donde se ha observado una

mayor actividad específica de esta enzima. Por ello

hemos realizado la purificación y el estudio de

diferentes propiedades cinéticas y reguladoras de la

piruvatoquinasa de músculo blanco de lubina.

Previo al proceso de purificación se realizaron

experimentos con extracto crudo que nos llevaron a

determinar el pH óptimo <7,4>; la energía de activación

<27 Kj/mol> y el Q’0 <1,4 ± 0,1) de la enzima. Los

valores de estos parámetros son similares a los

encontrados para músculo de otras especies de peces

(Fandalí y Anderson, 1975; Johnston, 1975b; Guppy y

Hochachka, 1979). El valor de Ea es menor que los

notificados para mamíferos como corresponde a organismos

ectotermos, en los que la eficiencia catalítica de las

enzimas suele ser superior para contrarrestar las bajas

temperaturas de su hábitat <Somero y Hochachka, 1968;

Somero y col., 1968).

La purificación de la piruvatoquinasa de músculo

blanco de lubina se llevó a cabo mediante tratamiento

térmico y cromatográfico <filtración en gel y afiiiidad).

Sólo se ha encontrado un pico con actividad en la

eluctón de ambas cromatografias y su análisis

electroforético muestra una sola banda de acuerdo con lo

descrito para la mayoría de las piruvatoquinasas y

contrariamente a lo encontrado por Sand (1984) que

notifíca la existencia de formas isoenzimáticas.

Utilizando la técnica de cromatografía con

Sephacryl 8-300, se ha obtenido un valor del peso
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molecular de 580.000 ± 20.000 daltons para la enzima

nativa. Los valores dados en la bibliografía para piru—

vatoquinasas de músculo de organismos acuáticos

<Munday y col., 1980; Kayne, 1973; Holwerda y de Zwaan,

1973; Cortesí y col., 1984; Oiles, 19’76a) indican que

normalmente la enzima es un tetrámero con subunidades de

unos 57.000 daltons aunque en moluscos se han descrito

formas triméricas y pentaméricas activas (Oiles, 1976b>.

Algunos autores han postulado también la existencia de

un decámero activo (Lin y col. , 1989) cuyo peso

molecular se correspondería con el hallado para esta NC.

El comportamiento cinético de la enzima purificada

varía con respecto al observado en el extracto crudo, ya

que aunque la cinética respecto al AID? se mantiene

hiperbólica, con respecto al FE? se modifica, mostrando

una cinética sigmoidal con disminución de la afinidad.

Este comportamiento es similar al observado para la

enzima de músculo en otras especies de peces <Moon y

Hulbert, 1980a y b; Guderley y Cardenas, 1980a; Roberte

y Anderson, 1985; Somero y Hochachka, 1968) y de otros

vertebrados inferiores (Munday y col., 1980).

La piruvatoquinasa está descrita como una enzima

alostérica fuertemente regulada. En la lubina, al ser un

animal ectotermo, tienen gran importancia en el control

de su metabolismo, no solo los diferentes modulad5res y

sus características fisiológicas sino tambien las

alteraciones de las condiciones ambientales, como puede

ser un cambio de la temperatura. La piruvatoquinasa de

músculo de lubina muestra una cierta termorregulación.

La combinación de las variaciones de coeperatividad

positiva y afinidad que presenta esta enzima respecto a

PB? dentro del intervalo de temperaturas de su hábitat,

parecen indicar que se favorece un nivel de funciona—

miento estable de esta actividad; hasta 15C aumenta la
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cooperatividad y a partir de aquí hasta 2VC aumenta la

afinidad. Este mismo comportamiento se ha descrito para

esta enzima en músculo blanco de otras especies de peces

(Roon y Hulbert, 1980; Low y Somero, 1976> sin embargo,

en músculo rojo e Sisado de teleosteos (entre los que se

encuentra la lubina) aumenta la afinidad al disminuir la

temperatura (Low y Somero, 1976; Fideu y col., 2965), En

los peces euritérmicos es esencial que sus funciones

permanezcan lo más constante posible dentro de las

temperaturas normales del hábitat <Low y Somero, 1976)

como parece ocurrir en los diferentes tejidos de lubina,

sin embargo, en los peces estenotermos se observan

cambios mayores en los parámetros cinéticos frente a la

temperatura <Low y Somero, 1976; Somero y Hochachka,

1968>.

El cambio de pH del óptimo al pH intracelular

(6,8>, da lugar a un fuerte aumento de la afinidad

respecto al sustrato FE?, lo que puede reflejar el gran

potencial anaeróbico de este músculo para resistir

severos períodos de hipoxia. Variaciones en el mismo

sentido de los valores de los parámetros cinéticos se

han observado también en músculo de peces e invertebra-

dos marinos <Michaelidis y Storey, íggo, 1991; Boberts y

Anderson, 1985; Plaxton y Storey, 1984; Moon y Hulbert,

1980a y b: Bandalí y Anderson, 1975; Johnston, 19ZSb) e

incluso en otros órganos de peces (Sand, 1986; Mdeu y

col., 1986>.

La F-1,6-?~, activador más característico de la

isoenzima mayoritaria en tejido muscular de peces,

ejerce su efecto activador sobre la piruvatoquinasa de

músculo blanco de lubina, aumentando 2,5 veces la Vmax a

concentraciones cercanas a la fisiológica (0,1 mM) y

transformando la cinética respecto al PEP de sigmoidal a

hiperbólica. El mecanismo feedfoward de la F-l,6--% se
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puede justificar de acuerdo con Zammit y col. (1978)

como una consecuencia de la necesidad de estos organis-

mos de proveerse de energía de forma anaeróbica, debido

al bajo aporte de oxígeno que tienen en determinadas

condiciones. Este efecto se pierde en los vertebrados

superiores por el establecimiento de una circulación

sanguínea doble y completa, aunque por otra parte, se ha

observado que en la isoenzima 1< <Ma> de mamiferos la

F—1,6—? favorece la transformación de monómeros a

tetrámeros <Ashizawa y col., 1991). El incremento en la

generación de energía anaeróbica, en los peces, puede

tener segun Johnston (19’75a) un significado fisiológico

en la adaptación de la actividad locomotora de estos

organismos para nadar a gran velocidad , e incluso en la

fatiga la activación del flujo glicolítico, sería más

necesaria en músculo de peces que en el de mamíferos

(Guderley y Cardenas, 1980).

La intensidad de este efecto activador sobre la

piruvatoquinasa de músculo de lubina varía con la

temperatura, siendo muy poco pronunciado a las que

podríamos considerar extremas (5 y 2tC). Sin embargo a

las temperaturas normales del habitat llega a aumentar

dos o tres veces la velocidad maxima. De esta manera se

puede considerar que la enzima es termodependiente en

relación con la regulación por F-”l,5-Fa. Por el

contrario, Ras variaciones del coeficiente de Hill y de

son pequeflas e incluso tienden a compensarse, lo

cual puede indicar una accion protectora de este

activador respecto a las variaciones de temperatura,

efecto que también ha sido observado en piruvatoquinasa

de lagarto <Torres y col., 1984>. No obstante, cabe

señalar, que a 5C, a pesar del escaso aumento producido

en la Vmax, su presencia duplica la afinidad respecto al

sustrato FE?, ejerciendo asimismo una acción reguladora
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que favorecerá el funcionamiento de la actividad

enzimática a esta temperatura desfavorable.

La piruvatoquinasa de músculo de lubina también es

activada por F—2,6--P3 de forma similar a la otra hexosa

bifosforilada citada anteriormente. Este compuesto es

capaz de producir activación a concentración intracelu-

lar <0,3 pi!>, aumentantdo un 20L la Vmax y al igual que

la F—1,6—F’2 no modifica la afinidad por el sustrato FE?.

Conviene seflalar que el efecto activador de la F-2,6—P~

sobre la piruvatoquinasa sólo se ha notificado para

organismos unicelulares <Van Schaftingen y col. , 1985;

]‘¶iyatake y col., 1986; Cazzulo y col., 1989; Takeanaca y

col. , 1989) y en músculo rojo del molusco .Busicotopus

canaliculatzxm <Plaxton y Storey, 1984) y en la mayoría

de los casos con concentraciones superiores a 0,3 yM.

por lo que su acción activadora en piruvatoquinasa de

músculo de lubina puede ser significativa. Además, el

efecto activador se manifiesta en extracto crudo <figura

4), contrariamente a lo que ocurre con el resto de

moduladores. En este sentido cabe seifalar que la

ausencia de sensibilidad mostrada ante la F—l,6—P~

pudiera deberse a la saturación de la enzima “in vivo”.

A pesar de la similitud estructural de ambas

hexosas, la unión de la F—2,6—P~ a la enzima parece ser

específica. El efecto de ambas es aditivo, similar a lo

descrito por Speranza y col. (1990) para FK de Escher-i-

chía ccli, lo que podría indicar sitios indipendientes

de unión, que vendría también apoyado por la diferencia

en la sensibilidad a estos efectores en extracto crudo,

(como ya hemos seflalado en el parrafo anterior). Por

otra parte, la influencia de la F—2.t5-F~ sobre esta

actividad enzimática puede tener un gran significado

fisiológico considerando que el efecto conjunto de ambas

hexosas bifosforiladas hace que se duplique la afinidad
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por el sustrato (FE?), lo que no se consigue con ninguna

de ellas independientemente.

El comportamiento de ambos activadores es similar,

aunque la potencia activadora de la F—1,6—Fa es

superior, lo que también se ha observado para otras

piruvatoquinasas sensibles a ambos efectores (Miyatake y

col. , 1986; Takeanaka y col. , 1989; Plaxton y Storey,

1984>. La presencia de los dos activadores a pH 6,8 no

altera el aumento de la afinidad observado para el

sustrato FE? a este pH fisiológico, hecho que apoyaría

la hipótesis de Dobson y col. (1987) en el sentido de

que una disminución del pH intracelular, producido en el

músculo de peces durante el ejercio, no sólo no

afectaría al funcionamiento de las enzimas glicolíticas

sino que se favorecería, al menos al nivel de esta

actividad piruvatoquinásica.

Contrariamente a lo que ocurre en la enzima de

hígado de esta especie (Fideu y col., 1985) y en algunos

músculos de peces (Johnston, 1977; Randalí y Anderson,

1975; Somero y Hochachka, 1968; Guderley y Cardenas,

1980b) esta piruvatoquinasa no muestra inhibición ni por

alanina ni por ATE, aunque si por fenilalanina y

fosfocreatina, comportamiento también lo descrito por

Bannister y Anastasí (1976) y Mean y Hulbert <1980b)

para músculo blanco de diversas especies de peces. La

existencia de dos diferentes sitios de unión para los

dos aminoácidos según lo descrito por Ibsen y Tripet

(1974> para mamíferos (la enzima de tipo L tendría un

sitio para la alanina, la de tipo 14 para la fenilalanina

y la de tipo K para ambas), podría justificar el

diferente comportamiento de estos dos compuestos en esta

piruvatoquinasa.
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El efecto inhibidor de fenilalanina se pone de

manifiesto a concentraciones tan bajas como la intrace-

lular <0,05 ini!) pero no sobrepasa el 50% de inhibición

aunque se empleen concentraciones elevadas <8 mi!>, lo

que estaría de acuerdo con la menor sensibilidad a este

compuesto de la piruvatoquinasa de teleosteos marinos

<Roberts y Anderson, 1985; Ouderley y Cardenas, 1980b)

respecto a la de los de agua dulce (Johnston, 1975>.

Esta inhibición es menos evidente a bajas concentra-

ciones de PEF, al igual que ocurre en la isoenzima 1! de

mamíferos <Ibsen y Tripet, 1974). La presencia de

fenilanina produce un incremento en la cooperatividad

positiva y una disminución en la Vmax, siendo la

inhibición de tipo acompetitivo, lo que indicaría que se

une a un sitio diferente al activo y su acción podría

ser debida a la interacción con un grupo hidrofóbico de

la proteína produciendo un cambio comformacional en la

misma <Izbicka—Dimitrijevic y col., 1981; Ibsen y

Tripet, 1974).

La fosfocreatina, como ya hemos indicado, también

actúa como inhibidor de la piruvatoquinasa de músculo

blanco de lubina, a semejanza de lo que ocurre en este

mismo tejido de otros origenes (Kemp, 1973; l4unday y

col., 1980; Guderley y col., 1976; Wieser, 1977; Wiesser

y col., 1977; Wu y col., 1977). Su efecto es superior al

mostrado por la fenilalanina y el tipo de inhibición es

competitivo. La fosfocreatina tiene la función de

almacenar energí a en forma de enlaces fosfato, ayudando

a mantener los niveles de ATE. Durante la contracción

muscular la reducción de los niveles de fosfocreatina

eliminará la inhibición de la piruvatoquinasa en este

tejido, activando la glicolisis, lo cual ayudaria a

regenerar los niveles normales de ATE. La concentración

de fosfocreatina varía más que la del ATE (Dobson y

col., 1987), con lo que este metabolito podría jugar un
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papel fundamental sobre esta actividad enzimática en

músculo blanco y se podría sugerir que actúa como un

inhibidor de tipo competitivo de forma semejante a como

lo haría el ATF en otras piruvatoquinasas <Kemp, 1g73;

Xunday y col. , 1980>

La acción inhibidora de fenilalanina y fosfocrea-

tina es eliminada por la presencia tanto de F—l,6—92

como F—2,6—F2. La primera manifiesta su efecto activador

en presencia de ambos inhibidores y la F—2, 6—P2 elimina

la inhibición sin mostrar activación. Estos hechos

apoyarían también la hipótesis de la existencia de dos

sitios de unión independientes para las dos hexosas

bifosforiladas. Un efecto semejante de la F-l,
6—P.z en

presencia de fenilalanina se ha descrito sobre piruvato—

quinasa de otros músculos de peces <Moon y Hulbert,

1980; Fields y col., 1978> e invertebrados marinos

(Carvajal y col., 1986>.

En resumen de lo expuesto, se puede decir que en

circunstancias en las que se requiere un alto poder

energético, como por ejemplo, en la natación rápida, la

F-1,6—F~ podría activar la FR de músculo de lubina y

eliminar la inhibición por fenilalanina y fosfocreatina

y así activar la glicolisis. A su vez, la F—2,6—F2 con-

tribuiría activando la ruta glicolítica al eliminar

también el efecto producido por los inhibidores sobre la

PK.

Respecto a su clasificación isoenzimatica, esta

piruvatoquinasa presenta propiedades cinéticas y

reguladoras semejantes a las del tipo 1< (M~=) de

mamíferos ya que manifiesta una ligera ceoperatividad

positiva respecto al BE? y no respecto al AID?, presenta

activación por F-l,6-B~ y no es sensible al ATP; posee

también algunas características del tipo 14 (140 de
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mamíferos, ya que se inhibe por fenilalanina y

fosfocreatina y no por alanina y el efecto de sus

moduladores no es dependiente del pH (Kemp, 1973;

Izbicka—Dimitrijevic y col., 1981; Bannister y Anastasí,

1976; Ibsen y Tripet, 1974; Robert y Anderson, 1985).

Estudios recientes parecen mostrar que los tipos 14 <14, ,

y 1< (Ma) son producto de un sólo gen que puede dar dos

moléculas diferentes de mElIÁ <Hence y col., 1982;

lIoguchí y Tanaka, 1982; Takeanaka y col., 1989>. En

general, en peces parece ser que la distribución de la

actividad en los tejidos y la reactividad inmunitaria

sugieren que el tipo 1’! se expresa en músculo aunque

presentando propiedades cinéticas semejantes a las del

tipo K de mamíferos (Guderley y col. , 1983; Guderley y

col., 1989>.

Debido a los pocos estudios realizados sobre el

efecto de la F—2,6—P~ en ?K de diferentes origenes, no

se puede precisar acerca de la influencia en sus

diferentes isoenZimas por lo que consideramos que es un

claro aporte, desde el punto de vista de investigacion

basica, la notificacion de la influencia observada sobre

esta piruvatoquinasa de musculo de lubina.

De los resultados obtenidos y presentados en esta

memoria, y de su comparación con las propleades cinéti-

cas y reguladoras de otras piruvatoquinasas de peces

investigadas, tanto por nuestro grupo como por otros

autores, podemos deducir que esta enzima en peces

presenta una mayor similitud de comportamiento en los

diferentes tejidos que la que se observa en mamíferos,

donde la enzima presenta marcadas diferencias; lo que

parece sugerir que la piruvatoquinasa de peces presenta

una menor divergencia evolutiva.
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VI. 3.

La mayor actividad específica de la fosfofructo—

quinasa en lubina, al igual que en la piruvatoquinasa,

se ha encontrado en el músculo blanco, lo que corrobora

que este tejido posee un alto potencial glícolitico.

Como se ha indicado en el apartado VI. 1. la relación

intracelular F6F/F—1,6—P2 pone de manifiesto que la

reacción catalizada por la BFK es la etapa limitante de

la glicolisis, por lo que se ha tratado de estudiar las

propiedades cinéticas y reguladoras de esta enzima,

relacionándolas dentro •de lo posible, con el medio

ambiente de este organismo y la fisiología del tejido.

Los valores de pH óptimo <8,0> y de Ea (34,4

Kj/mol) encontrados para esta enzima son similares a los

descritos para la fosfofructoquinasa de Sisado de esta

misma especie (Fideu, 1986), y en el mismo rango que los

encontrados para la enzima de diferentes tejidos de

otras especies de peces (Sand, lQBla; Jensen, 1982).

Cabe seflalar que, aunque, el pH óptimo de la enzima es

más alto que el fisiológico, esta fosfofructoquinasa es

estable en el intervalo de pH intracelular.

Respecto a sus dos sustratos, F6? y 14gATP
2’ la

fosfofructoquinasa presenta cinética bifásica en

extracto crudo, similar a la encontrada en hígado de

esta especie (Fideu y col., 1985b>, aunque en este caso

sólo se manifiesta respecto a la Fe?, Esta cinética

bifasica de la ?FK para uno o los dos sustratos se ha

observado en diversos tejidos de peces (Caitan y col.,

1989, 1990’: y d) y de otros origenes <Lee y col., 1973;

Kelly y Turner, 1971; De la Fuente y Sabater, 1974).

En el proceso de purificación se obtienen dos

picos con actividad fosfofructoquinásica que sugieren la
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existencia de dos formas de la enzima, que podrían

explicar la cinética bifásica observada en el extracto

crudo para ambos sustratos. Los parámetros cinéticos de

ambas formas enzimá.ticas son diferentes y hay una

correspondencia de estos valores con los obtenidos para

los dos tramos de la curva bifásica. La actividad PFK—M,

<que no es retenida en la columna de afinidad> presenta

ligera cooperatividad positiva para la F6P y

cooperatividad negativa para el MgATP~, presentando

menor afinidad por ambos sustratos que la que se observa

en la isoenzima obtenida en la elución. La PFK-l’6

presenta una cooperatividad negativa respecto a FC? y

cinética hiperbólica para el MgATP2t La hipotesis

seflalada, de la contribución de dos formas enzimáticas

para producir una cinética bifásica, se corrobora al

realizar el estudio con la mezcla de ambas formas donde

se observa una cinética semejante a la obtenida con

extracto crudo. Un comportamiento similar también se ha

descrito en tejido hematopoyético de trucha (Gaitan y

col. , 199Gb) y en hígado de esta misma especie (Fideu y

col. , 1989) , si bien la proporción de ambas formas

enzimáticas presentes en el músculo parece ser dife-

rente, al contrario que lo observado en hígado.

Además, ambas formas enzimáticas se saturan a concentra-

ciones de FC? muy similares: 0,8 mi! para la forma PFK-14
1

y 1 mi’! la forma PFK-!’h, permitiendo una mayor regulación

de la actividad por este sustrato, a dife—rencia de lo

observado en hígado donde una de las fármas se satura a

concentraciones bajas. Aunque la forma FFK—141 está en

cantidades minoritarias respecto a la otra forma, lo que

se traduce en una actividad 10 veces inferior, al

analizar la cinética bifásica que produce la actuación

conjunta de ambas isoenzimas, se observa un aumento de

la coeperatividad, influencia que en definitiva conduce

a que se favorezca la. unión del sustrato a medida que
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aumenta su concentración. Es decir, podrá haber una re-

gulación por el sustrato F6P tanto a altas como a bajas

concentraciones del mismo.

El analisis electroforético de ambas formas mostró

una unica banda lo que indica una gran homogeneidad de

las dos fracciones con actividad obtenidas en el proce-

so de purificación. El peso molecular de las subunidades

de la FFK—M1 y de la FFK->6 dos formas enzimáticas,

determinado por electroforesis en condiciones

desnaturalizantes es de 73.000 ± 3.500 daltons, seme-

jante al descrito para las diferentes isoenzimas de

mamíferos como se indicó en el apartado 1.6. Asimismo,

el volumen de elución en la cromatografía de filtración

en gel coincide para las dos. El que las dos fomas

enzimáticas tengan un peso molecular similar, aunque sus

propiedades cinéticas y reguladoras sean diferentes, ha

sido tambien descrito para la PFK de hígado de esta

misma especie <Fideu, 1986) y para la ?FK—2 de Dic-

tiosteliun discoideun (Gomez, 19990).

El Mg~ libre ‘<2,5 mi!> actúa como inhibidor de la

PFK—X, , a semejanza de lo observado en fosfofructoqul—

nasas de otros origenes (Fideu y col., 1985a; Otto y

col., 1974, Euckwitz y col., 1990, Hausler y col.,

1989; Isaac y Rhodes, 1986; SLoxhan y Lardy, 1973).

Contrariamente sobre la ?FK—1’6 actúa como actit’ador,

efecto que también se ha observado en otras fosfofructo—

quinasas <Uyeda, 1979; Bloxhan y Lardy, 1973; Cronin y

col., 1988; Etiemble y col., 1981). Este efector

actuando sobre las dos formas enzimáticas conjuntamente

produce una cinética hiperbólica que también se pone de

manifiesto en extracto crudo para esta misma

concentración, La Km aparente disminuye aproximadamente

en un 50%, en relación a la observada en extracto crudo,

lo que parece indicar que predomina el efecto activador
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sobre la forma enzimática PFK—3L, que presenta tanto la

mayor actividad como la mayor afinidad, cuando ambas

formas enzimáticas actúan conjuntamente.

La sensibilidad a la inhibición por ATP difiere

significativamente en las fosfofructoquinasas de dife-

rentes origenes, habiéndose observado que es mas pronun-

ciada en las de hígado que en las de músculo (Tsai y

col., 19>74; Sand, lQSlb). En presencia de ATPt libre se

puede observar un efecto inhibidor de tipo competitivo

para ambas formas, PFX—14
1 y FFK—K2, y sus constantes de

inhibición coinciden con las determinadas para los dos

tramos de la curva bifásica. La Xi de la FFK-141 coincide

con la obtenida para la zona de altas concentraciones de

sustrato y su valor es mayor que el obtenido para la

PFK—14~, coincidente con la hallada para el intervalo de

bajas concentraciones. Ambas constantes de inhibición

son superiores a las encontradas para hígado de esta

misma especie (Fideu y col, 1985a) y para hígado de

lenguado <Sand, 1981b) pero similares a las de músculo

de bacalao <Leaver y Burt, 1981>. El porcentaje de

inhibición por Al?
t— libre es semejante en las dos

formas enzimáticas en presencia de diferentes concen-

traciones de ambos sustratos. Cabe seflalar, no obstante,

una inhibición mas acusada de la PFK-14
2 a

concentraciones bajas de F6F (0,15 mi!>.

Por otra parte, como sería lógico esperar en

animales ectotermos, esta inhibición se modifica por la

temperatura, haciendose menos intensa a medida que esta

disminuye, siendo nula a 5C, efecto que no se mani-

fiesta en hígado de esta especie (Fideu y col., 1985a).

La ausencia de Inhibición por AT?t en estas condicianes

desfavorables, unido a la termorregu—lación observada en

la enzima a esta temperatura, ya que a 5C la forma

enzimática ?FK-14, muestra un aumento de afinidad por la
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F6? así como un incremento marcado de la cooperatividad

positiva respecto al otro sustrato XgATP2t ayudaría a

compensar al menos en parte, la influencia de esta baja

temperatura, permitiendo un determinado nivel de

actividad de la PFK.

Asimismo, se ha podido observar una notable

reducción de la inhibición por ATPt al pH 6,8 más

próximo al fisiológico, aunque los parámetros cinéticos

de la enzima no parecen afectarse significativamente al

variar el pH de 8,0 a 6,8.

De lo expuesto en parrafos anteriores y teniendo

en cuenta que la relación fisiológica Mg/ATP es 9:1,

podría decirse que esta ?FK no esta inhibida “in vivo”

por ATF* y la inhibición por esta forma iónica sería

improbale, pudiendo, sin embargo estar activada por el

KGg2+ libre.

Del estudio de los diferentes moduladores caracte-

rísticos de la fosfofructoquinasa en ambas isoenzimas se

puede decir que esta actividad enzimática en músculo de

lubina esta poco regulada, excepto por F-l,6-P~. El

poder activador de este compuesto es mucho más intenso

para la forma enzimática PFK—14
2 que a su vez es

ligeramente activada por NH4 y PEE. El efecto activador

del FE?, contrariamente a lo observado para la mAyoría

de las fosfofructoquinasas (Bloxhan y Lardy, 1973;

Uyeda, 1979> también se ha observado en hígado de esta

misma especie aunque con mayor intensidad <Fideu, 19S9>.

Asimismo el citrato, destacado regulador de esta vía

metabolica, no ejerce influencia sobre ninguna de las

formas enzimáticas detectadas por nosotros, lo cual

parece lógico ya que el músculo blanco de peces es ex-

clusivamente glicolítico, como se ha indicado anterior-

mente.
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Habría que resaltar también que aunque la PFK de

músculo en general es menos modulado por F—2,6—P2, sobre

esta PFK muestra su efecto activador, aunque no muy

marcado, comparable al producido por la G—i,
6—Pa. La

presencia conjunta de F—2,6—Pa y G—1,6—F~
2 sobre la ?FK-

K~ produce un efecto que se puede considerar aditivo, lo

que no se observa para la otra forma, PFK—141. Esto

podría de dos lugares de unión diferentes para la PER—

Ma, lo cual ha sido notificado por Andres y col. <1986)

para músculo de rata, y un único sitio de unión para la

lo que ha sido descrito para fosfofructoquinasas

de otros músculos (?oe y ccl., 1983; Kitajima y Uyeda,

1983; Tornhein, 1985>.

Según las propiedades descritas para las diferen—

tes formas isoenzimáticas (Vora y col. , i985a y b;

Tanaka y col., 1972; Dunaway, 1963; Kemp y Poe, 1983> la

PFK—141 tiene características similares a las de la PFK—L

de mamíferos aunque posea algunas propiedades de la de

músculo como son la activación por AID?, la baja activi-

dad enzimática o la falta activación por NH~. La ?FK—?’6

tiene propiedades que se asemejan más a la PFK—M de

mamíferos aunque alguna de sus características sean

semejantes a la ?FK—L. Esto nos lleva a pensar que ambas

formas enzimáticas pudieran ser híbridos L—X, aunque en

la forma ?FK—14, predominaría la forma L y en la otra la

forma M.
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VII. CONCLUSIONES.

En este trabajo, se han investigado las propieda-

des físico—químicas, cinéticas y reguladoras, así como

la posible presencia de diferentes formas enzimáticas de

piruvatoquinasa y fosfofructoquinasa de músculo blanco

de lubina, debido a su importante papel en la regulación

de la ruta glicolítica, relacionándolas, dentro de lo

posible, con el medio ambiente de este organismo y la

fisiología del tejido. Del conjunto de los resultados

obtenidos podemos concluir:

El músculo blanco de lubina posee una gran

actividad glicolítica ya que la concentración intracelu-

lar de intermediarios glicolíticos y nucleótidos de ade—

nina es elevada y la mayor actividad específica de las

enzimas reguladoras de esta ruta, piruvatoquinasa y

fosfofructoquinasa, se ha encontrado en este tejido.

Respecto a la piruvatoquinasa, se ha observado una

única forma enzimática que presenta cinética sigmoidal

respecto al FE?, siendo activada por F-l,C-F2; F-2,6-F’2

e inhibida por fenilalanina y fosfocreatina. Estas

propiedades indican la enzima tiene propiedades

semejantes a las del tipo 1< (Ma> de mamíferos aunque

posea algunas características similares a la del tipo 14

(14,) de mamíferos. Es de resaltar que la activación por

F-2,6—F2 puede tener significado fisiológico y es la

primera vez que se ha notificado en esta clase le

organismos.

La actividad fosfofructoquinásica de este tejido

proviene de la participacIón de dos formas enzimáticas

cuya actuación conjunta manifiesta una cinética

bifásica. El comportamiento cInético y la acción de los

moduladores indican que ambas formas (BFK-14, y ?FK-M2>
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podrían ser híbridos de las correspondientes isoenzimas

14 y L de mamíferos, con predominio de uno y otro tipo en

cada forma,

Tanto la piruvatoquinasa como la fosfofructoquina—

sa de este tejido, no parecen mostrar termorregulación,

excepto a 5C, donde las variaciones observadas en los

parámetros cinéticos podrían indicar una tendencia a

compensar esta temperatura extrema del habitat de la

lubina.

La regulación de esta vía glicolítica, a nivel de

estas dos actividades enzimáticas, teniendo en cuenta la

nula o escasa regulación observada por AT?, parece venir

dada undamentalmente por la activación por la F—1,6--?2

que es capaz de activar, eliminando el efecto de la

fosfocreatina, la piruvatoquinasa y es el activador más

potente de la fosfofructoquinasa en este tejido. En

períodos de ejercicio prolongado, la disminución de fos—

focreatina y la mayor afinidad por el PSP observada en

la piruvatoquinasa al disminuir el pH, contribuirán al

buen funcionamiento de la ruta glicolítica, considerando

ademas que aunque la concentración de P—l,6—? disminuya

es suficiente para producir activación en ambas enzimas.
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VIII. RESUJtEN.

El objeto de este trabajo consiste en aportar una

serie de datos experimentales que lleven a caracterizar

la piruvatoquinasa y la fosfofructoquinasa de músculo

blanco de lubina, enzimas claves de la glicolisis. Los

resultados de estos experimentos conduciran a un mayor

conocimiento de la bioquímica de esta especie que podría

ser utilizado para una mejora de su cultivo controlado.

Para esto en primer lugar se han determinado las

concentraciones intracelulares de los compuestos que

puedan influir en la regulación de la fosfofructoquinasa

y piruvatoquinasa y posteriormente se han aislado,

purificado y caracterizado estas enzimas,

Del conjunto de los resultados obtenidos podemos

concluir que el músculo blanco de lubina posee una gran

actividad glicolítica, con un elevado potencial anaeró—

hico, ambas enzimas son alostéricas y muestran una

ligera termorregulación presentando la fosfofructoqul-

nasa dos formas enzináticas diferentes en este tejido.
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