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INTRODUCCION.



I.- INTRODUCCION.

Los recursos marinos y de agua dulce desde la
antigtedad han sido unc de los pllares basicos de la
alimentacién humana, junts con la ganaderia y la
agricultura. Sin embargo, y debido fundamentalmente, a
la captura incontrolada de las distintas especles, asi
como a la contaminacldn creciente, dichos recursos estan
disminuyendo de forma alarmante. Por otra parte, la
poblacién mundial se duplica en la actualidad aproxi-
madamente cada 30 afios y paralelamente el area de cul-
tivo terrestre por habitante no podréa crecer en la misma

proporcion,

Estas perspectivas llevan a buscar nuevas fuentas
de produccidon de alimentos de alta calidad nutritiva vy a
gran escala. Como consecuencia de esto, la Acuicultura,
método de reproduccidén y  crecimiento de animales
acuidticos en condiciones controladas, es hoy un sistema
basica para compensar la disminucidén en Ila produccisn
natural., En la actualidad, 1la producclén pesquera en
nuestro pais, se encuentra entre las mas Jlmportantes
del mundo ¥y la 1ingesta de pescada “per capita” es de
las mAs altas, per 1o que podenos comprender la
trascendencla socioeconémica gque en Espafia tieme la

Acuicultura como complemento de la pesca.

El nivel de conocimlentos que, desde la perspecti-
va ioguimica, se tiene de los animales tzrrestrzz ==
guperior al de 1lcs animales acuaticos, vya gque é&sios
forman un grupc muy variado de organismos, situados en
diferentes estados evolutives y en un medis Jqus
condiciona da modo decisivo los regquerimientos

metabslicos.



Es indudable gque el estudlo de las especles objeto
de acuicultivos y su relacién con el medio, podra dar
lugar a un aumento progresivoc en la productividad de la
Acuicultura. Esto hace que el estudio a nivel bioguimico
de las rutas metabélicas sea fundamental para la
obtencién de dietas equilibradas que puedan aplicarse en

una mejora de las especles cultivadas.

El conocimientc de las actividades enzimdticas, en
lo que se refiere a su caracterizacién y regulaciodn,
ayudara a establecer las bases de una posible
modificacién de 1los requerimientos nutricionales de
estos anlmales, de cara a un abaratamiento de los costes
de produccidén. Aungue estas neceslidades pueden conside-
rarse cualitativamente las mismas que las gue tienen laos
animales superiores, cuantitativamente surgen difer=n-
cias debido a factores intrinsecos y- a condiclonantes
extrinsecos. Las proteinas y los lipidos coastituyen la
principal f{fuente de energia de los peces, perc bajo
determinadas ccndicicnes pueden wutilizar también Ics

hidratos de carbono.

1

El Departamento de Biogquimica de la Facultad 4
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Veterinaria, desde hace afios, ha enfocadoc parte de
lnvestigacion hacia el estudio bioquimico de la trucka
arcelris (Salmo gairdnleri’> y de la lubina <(Dicen-
trarchus labrax, como modelos de experimentaclén de
agua dulce y salada, respectivamente. Ambas especiles son
objeto de investigasionas fisilolégicas y biogquimicas,
con el {fin de adquirir unas bases <izntiflicas para una

mejor y mas rentable produccisdn.



I.1.-ASPECTOS GENERALES DE LA LUBINA.

La lubdina (Dicentrarchus labrax L.) es una de las
especlies marinas de mayor importancia comercial en el
continente eurcpeo. Presenta una buena adaptacisén a las
condiciones de cautividad y a diferentes medios salinos,
lo gque sumado a la'relativa facilidad con que se induce
la puesta y la alta supervivencia de las larvas, la
convierten en una especie mnuy interasante para el

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

Pertenece a la superclase de los peces osteictios,
superorden telecsteos, orden perciformes, suborden
pércidos, familia serrdnidos y génerc dicentrarchus. En
Espafia es también muy Ifrecuente oira especie de este

género, la baila Dicentrarchus pynctatus B.).

La lubina tiene wuna amplia distribucidén en el
Atlanticc y en el Mediterraneo <(Lozano, 1964). Es de
filiacidén preferentemente marina aunque puede penetrar
tamblén e&n aguas continentales, entrands en estuarios vy
en' ocasiones remontando rios (Burton y Burton, 1978)>.
Vive en aguas muy oxigenadas, por lo gue abunda en las

costas rocosas batidas por el mar.
.-Morfologia.

Las lubinas tienen el cuerpo fusiforme v
comprimido. La boca es grande, con ligero prognatismo
inferior. Los perfiles dorsal y ventral sZon convexos y
posee dos aletas ventrales, dos pectorales, dos
pelvianas, una anal y otra caudal. Su colaor es verdoso o
azulado, mAs marcado en =1 dorsa y en los flanczos, <an
el vientre plateado y una mancha oscura en &1 gperculo.
Las jévenes poseen motas oscuras en la parte alta de los

flancog (lLozang, 1964). Las escamas e:stéan marcadas. por



un grueso punto plateado. No tienen diferenciacisén
sexual evidente, aunque la hembra tiene la cabeza mas
larga y menos redondeada que el macho y el cuerpo es

algo mAs alto y grueso,
.~ Reproduccion.

En la zona Mediterrénea, las lubinas, alcanzan la
madurez sexual a los dos aflos las hembras y a los tres
afios los machos. El periocdo de reposc de su ciclo sexual
es de Marzo a Septiembre, tenilendo el periocdo de puesta
una vez al aflo, de Diciembre a Marzo. Este pericdo se
caorresponde con el méAs fric del afilo (11-14°C> y parece
depender también de 1la luz <(Coll Morales, 19282>). La
puesta la realizan en aguas marinas cercanas a las
desembocaduras de laos rios. Los huevos son peléagices vy
miden 1-1,9 mm de diametro. La duracién del periodo
embrionario y larvario es variable y dependiente de 1la
temperatura. La larva en el momento de la eclosion mide
3.2 mm y estd poco desarrollada {(Chevrey, 1925; Jackman,
1954). Tienen un periodo de vida pelagico, permaneciendo
durante el invierno en el mar para acercarse a la playa

y penetrar en los rios en primavera (Lozano, 1964).
.~ Régimen alimenticio.

No tienen periocdo de ayuno vy alimentacidn bien
definido, aunque sSe alimentan menos de QOctubre a
Fabrera. Segun D Ancona (1970 la composicién fundamen-
tal d2 su alimento es : crustaécecs y peces {(Atlantizo vy
Mediterréanea? y moluscos (en menor prapor<isn en el
Atlanticad. Los crustaceos son preferentsmente
decéapaodos, mlsidiceos y anfipedoz y los peces clupeidos.

Se han encontrade vestigios de vegetales en =su

egtémagos (restos de plantas de fondos marinos? aungue

no se conoce su lmportancia en la dieta.



Ramos y col. (1882) estudiaron y c<compararon los
indices de crecimiento y laos factores de conversidn
nutricionales en lubinas alimentadas con dieta natural y
con pienso artificial. Estos investigadores encontrarcn
que los ejemplares alimentados con dieta natural
mostraban una velocidad de crecimiento muche mayor que
los que recibleron la dieta comercial. Este hecho
indicaba que el plenso carecia o ccntenia cantidades
insuficientes de los factores nutritivos esencilales para
el desarrollo normal de la lubina. Sin embargo,
curiosamente, algunos ejemplares gque no presentaron un
crecimiento longitudinal adecuado, s1i incrementaron
significativamente su peso. El1 hecho de que a2 lo largo
del experimento no se registrase ninguna mortalidad,
permitiéd a estos autores deducir gque, aunque la dieta
artificial no era capaz de proporcicnar crecimiento Zle
la especie, podria servir como racidén de mantenimiento.
La diferencia mAs notable entre ambas dietas era
principalmente el alto contenido en proteinas (85,02 %
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 nuloy.
.~ Aspectos fisiologicos.

Eurihalinidad: La lubina es un pez euriialino.
pocco sensible a las variaciones de =alinidad Mateos,
19903 . Lassere (1971) trabajé sobre l1a regulaciin de 1la
presion osmotica, de esta especle, en agua d= mar vy
dulce, demostrando que los cationes sodio v potasic 4=l
plasma variaban dentro de unos limites muy p2quefice.
Existe pues, un mecanismo reguladaor sobre l=a
concentracion de dichos cationes, bajc la dependencia d=s

una ATP-asa. Esta enzima desempefila un papel muy

importante en la cgpsmorregulacilién de teledstecs, siendo



de especial significado en los peces eurihalinos y su
actividad varia dependiendo de la salinidad del medio,
incrementandose <on la misma, Las lubinas pueden salir
directamente del agua dulce =al agua salada pero el

proceso inverso debe hacerse por etapas.

Euritermia: Los rangos de variacién de temperatura
en oceanos son nmenos significativos que en estanques C
estuarios. En el Mediterréneo varian de 10" a 22° C y en

el Atlanticao entre 8° y 19°C.

Esta especle parece ser sensible a los cambios
térmicos, variando su indice de <conversiéon vy su
crecimiento con la temperatura (Mateos, 18907 . En
inviernc las lubinas adultas viven a mayor profundidad
evitando asi las wvariaciones térmicas diarias. La
adaptacidn 2 los cambios térmicos podria estar
relacionada c¢on el funcionamiento endocrinc aungque es
légicao pensar que haya, también, algun tipo de
adaptacidén metabsélica. La temperatura es la respdnsable
del <c¢omienzeo de la pubertad y de la rapidez de su

crecimiento.

Ramos y col. <(1982) estudiarcn también el indice

de crecimiento en relacion con la temperatura.
Observaron que, por dia, la cantidad de allimentc
consumidc y el incremento de peso, disminuia en
proporcion directa al descensa progresivo de la
temperatura. Este hecho es facilmente comprensitle va
que al ser los peces animales ectotermos, las

temperaturas 1lnvernales del agua del mar ralentizan su
metatolismo, disminuyendo la ingesta de alimento vy en

consecuancia el crecimiento de la especie.

Fotgtropismg: Tiene un fototropismo pasitivo gque

hace que wviva fundamentalmente en los primeros metros



del agua (3-4 m>)> y raramente a profundidades mayores (5-
6 m>). Este héabito favorece asimismo la oxigenacidn, ya
que en esta zona existe un graan oleaje, con lo que la
concentracién de oxigeno disuelto es elevada vy
constante. También se ha observado que es muy importante

el ritmo nictameral en su reproduccién.



I.2. ORCANIZACI&N MUSCULAR EN LOS PECES,.

Los peces forman un grupo animal extraordinaria-
mente diverso, no sélo respecto a su evolucién filo-
genética y a sus diferentes tipos de vida, sino también
a la gran variedad de ambientes que han colonizado. Hay
especies adaptadas a diferente temperatura, salinidad,
oxlgenacién, presién hidrostatica, disponibilidad de
alimento, etc... Esto condiciona la existencia de una
mayor variacidén en las propiedades del tejido muscular
que las que se observan en otros grupos de vertebrados
inferiores (anfibics, aves y reptiles> y comparativa-
mente es muy poco lo que se sabe de sus propledades

bioquimicas y contractiles (Johnston, 1982a>.

El tejido muscular ocupa la maycr parte del cuerpo
del pez y es el responsable de todcs sus movimientos y
del mantenimiento de la posicién. En la mayoria de lcs
peces, las fibras musculares del mioctomo son basicamente
de dos tipos (esquema 1), facilmente distinguibles por
su color. Existe una fina capa superficlal roja, que
cubre casi todo el restoc de la masa muscular de coler
blanco y cada una de ellas posee un tipo diferente de

fibras (Bane, 1686).

Las fibras rojas san de pequefio didmetro,
funcionamiento aerébicc y estan btien vascula}izadas
(Diedzdrik y Hochachka, 1978>: poseen abundantes mitos-
condrias y son ricas en micglobina (Patterzon vy
Goldspink, 1972)>; almacenan lipidos y glucégeno y tiensn
gran cantidad de enzimas oxidativas y lipoliticas (Beone,
1986). Asimismo, muestran una reducida actividad de ia
ATP-asa (Johnston y <col., 1974>. Estas fibras son las
que actuarian preferentemente durante la navegacidn

lenta.



Las fibras blancas son de gran diametro., tienen un
funcicnamiento anaerobio, estan pobremente vasculariza-
das, con poca mlioglobira (Johnston, 1882a; 1881,
presentan un reducido consume de oxigeno y tienen una
alta actividad miosin-ATP-asa. Almacenan glucégeno vy
poseen mayor c<antidad de enzimas glicoliticas que las
rojas, con mayor actividad fosfofructoquinasica y 1lac-
tico deshidrogenasa, lo que {indica un alto potencial
glicolitico (Bone, 1986, Constituyen entre el 8C y el
95 % de la musculatura del animal y se encargan de la

navegacién rapida.

Aunque en algunos cascs ambos tipos de {fibras
estan interdigltadas, en general, estén blen ssparadas,
por lc que los requerimientos metabolicos del misculo
quedan bien diferenciados a nivel de los distintos tipes
de fibras. Asi, el miésculo blanco serd exclusivamente
glicolitico, mientras que en el misculo rojo se pecdran
producir glicolisis y oxidaciones mitocondriales =
través del ciclo de los &cidaos tricarboxiliccs. De esta
forma las fibras rojas consumirian las reservas
glicidicas y lipidicas, mientras gue las fibras blancas
utilizarian glucégeno en cantidades méas significativas

{(Bone, 1978>.

Esquema | - Distribucién de los tipos de fibras y esiructura e inervazién de las misaas en el

siotomo de peces teledsteos, (Tomade de *Biclogy of fishas" Q Bone, 1388),



Cada tipo de fibra pcsee diferente inervacidn. Las
rojas tienen inervacidén colinérgica distribduida,
mientras que la blanca podria tenerla blen distribuida o
bien focal <(Bone, 1986). La separacidén de sus funciones
se da a nivel de la cuerda espinal y parece probable que
la diferente activacién de 1los sistemas se deba a
diferentes niveles de e#citabilidad del conjunto de sus
mctoneuronas o a diferentes vwvias neuronales (Hudson,

1973> .,

Se ha descrito un tipo de fibras intermedio que
se denominan fibras rosas (Johnston v col., 1977 con
una mayor actividad ATP-asa y una menor capacidad
oxldativa que las fibras rojas. Hudson (1873> describe
también un tipoc de misculo en mosalico, con un 80-90% de
fibra roja, diferenciado de la linea lateral del miscula
rojo, que estaria relacionado con uwuna funcion de
transicién entre la velocidad de nétacién y la de

crucera.

Las <élulas musculares estan adaptadas para
realizar trabajo mecanico por contraccién unidi-
reccional. Al igual que en el resto de los vertebrados,
tienen un aspecto estriado al microscopio debido a las

miofibrillas que <contienen (Patterson y Goldspink,

1576>. Las miofibrillas ocupan la mayor parte de 1la
fibra muscular y dejan peguefias cantidades de
sarcoplasma gque contiene los nucleaos, el retizulo
Sarcoplasmico' y laz mitocondrias © sarcosomas. Un

sarcolema polarizado rodea la fibra, Jue es activada a

nivel de la placa neuromuscular.

Las miofibrillas son el resultads de la repetizisn
de los sarcémeros (unidad fundamentald. Al microscorio
electrénico muestran un aspecto de bandas oscuras vy

claras que se alternan (esquema 2). La miofibrilla esta
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compuesta por filamentos gruesos y finos. Las bandas
claras <(bandas I> contienen sélp filamentos finos,
unidos a un disco delgado desde el que se extienden
(linea Z>, gque marca el limite entre cada sarcémero. Las
bandas oscuras <(bandas A) son 1interdiglitacicnes de
filamentos gruesos y finos; en su centro tiene una zona
maAs clara (zona H> formada sélc por filamentos gruesos y

se divide en dos partes por una linea oscura (linea M)

Sanda | Banda A Bands |
Unes ZE A P Linea 2

L Unes M /

A4

Sarcémero
2 = —~ Miosina
L= o : 1 & Actina
— - 3
Lnea Z/ Unes 2

Esquema 2, Representacién diagramitica de la estructura de una aiofibrilla. (Tomado de

"Bioquimica™ de Devlin, 1388),

Los filamentos gruesos c<ontienen preferentemente
miosina y los delgades actina, tropomiosina y troponina.
La linea Z contiene o actinina y la X creatinaduinasa,

mniomesina y proteina M,

Durante la contraccién, las bandas 1 se acortan a
causa del deslizamiento de los filamentos delgados hacla
la banda A y zona H. El fendmeno de la ccontraccisdn se
basa en ia actividad ATP-asa de 1a micsina gue producs
la energia necesaria para =21 trabajo muscular (Johaston

y Moon, 1%381; Johnston y col., 19732,
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Los . acontecimientos gque tienen lugar en la
contraccién del misculo se inician en el nervio motcr
que transmite un impulso eléctrico al misculo, a la
unién neurcomuscular, donde se libera acetilcolina. E1
impulso se extiende sobre el sarcolema, que se
despolariza, lo que hace que entre Na* a la celula y se
pierda K*. El tabulo transversal se despolariza también
vy transmite el Impulsc a todas las miofibrillas de la
fibra. Esto hace que se libere Ca®* que se une a la
troponina, la cual sufre un cambio conformacicnal
rececnocido per la tropomiosina. £sta cambla su posicidn
relativa con la actina, guedando expuestos los sitios de
fljacién de 1la miosina. El complejo ATP-miosina se
convierte en ADP-Pi-micosina, que se combina con la
actina para formar actomicsina con la liberacién de ADP
y Pi <(Esquema 3>. Durante este ciclo sdlo se ganesra
fuerza mientras el puente de miosina estd wunido al
centro de fijacién de la actina. {(Van Pielsen, 1983;

Perry, 19775.

y ATP mYOADNTY S

« Z=~F ®r

g ate My aTE g ate

. e .
X Y . B >
¥ ,'
el

Esquema 3 Esquema simplificado de la secuencia de acontecimentos que sucaden durante la

contraccion suscular para producie la hidrolisis del ATP en ADP. (Toaado de

"Requlation of contraciile activity in muscla® de S Y, Perry, 19770,

La concentracidédn de ATP existente en 21 misculc =2n
reposo es 1insuficlente para mantener una contraccisn
intensa vy prolongada. La reserva enzregstica en la
contraccién es la fosfocreatina, que mediante la accidn
de la creatinaquinasa transfiere un grupo fosfato al ADP

para formar ATP.
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I.3.NETABOLISMO DE CARBOHIDRATOS EN PECES: GLICOLISIS

Las rutas metabdlicas estudiadas en el metabolismo
intermediario de peces son slmilares a las de 1los
mami feros, sin embargo existen diferencias en cuantao a
la presencla e ilwmportancia fisiolégica de alguna de
ellas. El metabolismo de carbohidratos praporciona
energia, precursores para las reacciones biosintéticas y
potencial de oxido-reduccidén para convertir a los
precursores en intermediarios o productos finales para
gu 1ncorporacién en los componentes celulares. S1 bien
su principal funcién metabdlica es la produccién de
energia, hay que considerar que en estos organismos es
menos necesarla que en otras especles animales, debido
a que no deben mantener su temperatura corporal
constante, consumen menos energia para mantener  su
posicisn ¥ el movimiento, elimiran sus desechkos
nitrogenados como amonlo y reguileren menos energia para
la sintesis de proteinas <(Lovel, 1979). A pesar de 1lo
expuesta, es indudable gque los peces necesitan energia vy
serian los hidratos de carbono la forma mas barata de
obtenerla, lo que hace que sea fundamental el estudioc d=
su metabolismo y su posible aplicacidén al disefic d=

dietas.

Al 1igual que ocurre con las especies de agua
dulce, existe poca informacién acerca de las necesidades
y requerimientos de glicidos por los peces marinos. En
estos se han observado desérdenes graves (mortalidad,
hepatcmegalia e hiperglucemia) como consecuencia de 1z
incorporacién a la dieta de diferentes tipos de glicidos
en proporcién que supere el 12% (Zamora y Echevarria,
1987>. Sin embargo, en lublna su supresisn total en la
dieta (Alliot y col., 19795 produce menores lncrementos

de peso y pecr utilizacién de la misma.
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La dieta natural de los peces posee poca cantidad
de carbohidratos, aunque todas las especiles estudiadas
han demostrado capacidad para utilizarlos como fuente
energética (Cowey vy Seargent, 1977; Walton y Cowey,
19825, En salménidos se han caracterizado enzimas
digestivas, como la «-amilasa (Ushiyama y col., 1965) y
enzimas que hidrolizan los disécaridos (Nagayama v
Saito, 1969). Asinismo, Smith (1971> ha determinadao la
eficacla relativa de absorcion de carbohidratos
estableciendc el orden sigulente: Moncsacaridos > disa-

caridos > polisacaridos.

Una de las diferencias fundamentales entre peces y
mami feros respecto al metabolismo de carbohidratos, se
refiere a la regulacildn endocrina, ya que se ha descrito
que en los peces hay una intolerancia a 1a
administracisén de glucosa por via oral <Epple, 1369,
que es comparable a la intoleranéia sintomatica de la
diabetes en mamiferos. Debidoc a que la caracteristica
del estado endocrino en peces es 2] hipocinsulinismo,
Palmer vy Ryan (1972> y Thorpe e Ince (1978> han
propuesto que los niveles de i1nsulina en trucha estan
regulados, noc por la glucemia sino por los niveles de

aminoécldos en sangre.

Diversos autores han observado que la glicolisis
es operativa en diferentes tejidos de peces (Knox'y col,
198C; Hochachka, 1968; Freed, 1971>. Utilizando wvarias
especies (trucha, platija y bacalao? EKnox y col. (1920
comprobarcn que todas las enzimas de la ruta glicolitica
son operativas en los difereates tejidos con 2l arden
sigulente Masculo » corazén = cerebro > rifion =
brangulas > higado. €1 bisn, la acztividad de lasz 2ncimas
de la glicolisils son notariamente infericres a2 la d=

mami feros.
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En la secuencia glicolitica hay tres pascs enzimi-
ticos fisiologicamente irreversibles, que son los
catalizados por la hexpguinasa (HK>, fosfofructoquinasa
(PFK> y piruvatoquinasa <(PK>. Estas +tres reacclones
exclusivas de la glicolisis constituyen barreras
energéticas que impiden gque el procesoc pueda tener lugar
en el sentido inverso. En la gluconeaogénesis estos pasos
se soslayan por la glucosa-6 fosfatasa, fructosa-1,€-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
utilizacidén de glucosa, tiene una actividad muy débil en
todos los peces en relacién con las restantes enzimas
glicoliticas (Mz Leod, 1963, Diezdrizic y Hoczhachka,
1978). Fideu y caol. <(1983) observan que en el higado de
iubina la actividad de HK es mencr (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 HK, Juntc con el pequefio valor de su Km podrian ser
un indice de la escasa utilizacién de la glucosa y la
baja velocidad gliccoclitica en peces. La mayoria de los
animales, tienen en el higado una glucogquinasa inducible
(HK IV) gque tiene especificidad por la glucosa. Se han
detectados {svenzimas diferentes de HE en peces, peroc
ninguna correspcendiente a la gluccogquinasa. La auéencia
de actividad glucoquinasica jJjunic ccon las caracteristi-
cas de la HK en peces, mencionadas anteriormente, =z 1o
que podria producir wuna acunmulacién de glucosa al
alimentarlos <¢on dietas ricas &n carbohidratos. (Walton

y Cowey, 1922, Dobson y col., 1987
En cuanto a la PFK, Shibata (1977) seflala que los

animales acuadticos, en general, presentan una actividad

baja en relacién con las restantes enzimas glicoliticas,
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lo cual 1mplicaria que como en la mayoria de 1las
organismos, la PFK podria ser el principal punto de
cantrol de la glicolisis. La glucosa llega muchas veces
ya fosforilada a la via glicolitica con lo cual esta

seria realmente la primera enzima cantrol de la ruta.

La débill actividad de la *triocsafosfato isomerasa
marca otra diferencla notable del metabolismo en peces
(Nichols y col., 1976; Mc Leod y col., 1963°%, que podria
traducirse en wuna velocidad més reducida de la
glicolisis, ya que en peces, c¢omo en mamiferos, la
proporcién de dibidroxiacetona fosfato es mucho mayor
gque la de gliceraldehido-3-fosfato (sustrato 4atil para
la continuidad de esta rutad. Por otro ladeo las
variaciones en los niveles enzimadticos, causados por los
cambics estacionales, en gliceraldehido~3-fosfato deshi-
drogenasa, podria 1indicar, asimisme, un cilerto papel
regulador de esta enzima en el proceso glicolitico en

peces <{(Shibata, 1877).

Otra de 1las posibles vias de utilizacidén dz ia
glucosa es el cicloc de las pentosas fosforiladas. Es
activa en higado y rifiéen de varias especies de peces,

presentandc en higado de 1lubina una actividad alt

(W

[}
cr
0

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

s ]

(NADPH> necesario para la biosintesis de lipidos. Se ha
observado actividad de esta via en eritrocitos de paria
amarilla {(Bachand y Leray, 1975); necesaria también para
la reduccisdén del glutaticn que preporcionz2 una adecuaids
proteccién de la hemcglobina e impida la acumulacidén de

metahemoglobina.
.~ Influencia de la temperatura.

Comc vya bhemos indicadso, los requerimientos de

energia en los peces, por ser ectotermos, son inferiores
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a los de leos mamiferos y otros organismos homeotermcs,
los cuales tienen que mantener constante la temperatura

de su cuerpo.

En los animales ectotermos la temperatura varia en
relacién con la del medic en que se encuentran, lo que
hace que la coniribucién de las diferentes vias meta-
bélicas, la velocidad de algunas reacciones metabélicas
y la participacién de los distintos sustratos para 1la
produccién de energia, se wvean afectados por la

temperatura del ambiente,

Las reacciones metabélicas estan controladas no
sé6lo por el cambic de temperatura, sinc por la magnitud
y el sentido de dicho cambio. Un notable y subito
aumento de la temperatura puede ser lztal debido a un
desequilibrio en el +transporte de los gases respi-
ratorios. $Sin embargo, una pequefla variacién de este
parametro es mucho mencs traumatica, teniendo estos
organlsmocs capacidad de aclimatacidn dentro de un amplioc

rango térmico (20-30°C)> con variaciones de 1°C por dia.

En relacién con la influencia de la temperatura
en el metabelismo de hidratos de carbsno existe ciarfta
controversia, los primeros estudios realicados indicaban
que a temperaturas elevadas la gluconeogénesis y la vix
de las pentosas fosforiladas son mucho mas efectivas que
la glicolisis, la cual permanece constante o ligeramente

disminuida <(Hochachka, 1968). Por el contrario, estndios

realizados por Freed (1971> en musculo de carpa,
parecian mostrar una reduccidn de 1la actividad
glicolitica a bajas temperaturas. Da%tos mas racieniaes
indican gque la glicolisis, en misculo de trucha v

dorada, es fuertemente activada en la adaptacién a balas
temperaturas (Yamawakl, 1983; Phelan y Gray, 1984). Ein

embargo, Seibert (1l985) observo en hepatocitos aisladcs
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de trucha, claras diferencias en la produccidén de
glucosa y en el metabolismo del glucégeno, controlados
por cambilos teéermicos de manera semejante a la descrita

anteriormente por Hochachka (1968).

Se define como "éptimo térmico” el intervalo de
temperatura en el cual los valores de la Km son minimos
dentro de los mArgenes fislolégicos de temperatura para
las especies, de tal manera que la enzima presente 1la
maxima afinidad per su sustrato a temperaturas que
coinciden con las del entorne del animal; 1o que parece

tener un significado regulador.

Asimismo, en el casa de los crganismos ecictermos,
la temperatura puede jugar un papel anidlogo a un efector
positivoc sobre las enzimas reguladoras aumentando su
afinidad. Una consecuencla i1mportante de esta respuesta
a la variacién térmica es que a bajas concentraciocones de
sustrato, la actividad catalitica es mayor a bajas tem-
peraturas. Cuando la concentracidén de sustratoc es
superior al wvalor de la Km la actividad catalitica es
mayor a altas temperaturas. Estas propiedades scn
importantes para el cantrol metabélice durante las
fluctuacicnes térmicas ambientales de los ectotermos, va
que les proporciona un mecanismo por el cual la
velocldad de reaccidén puede desarrollarse relativamente
independiente de la temperatura, al menos baijo condi-

clones limlitantes de sustratc (Hochachka, 1958,

FParece ser que evolutivamente las enzimas de
organismos acuéaticos se han adaptadc a la temperatura
per una serie de mecanlismos como: maxima afinidad para
los ligandos a temperaturas «correspcndientes con el
habitat natural; baja energia de activacién para
compensar las bajas temperaturas; un "Sptimo térmico®

que conduce a velocidades maximas y propiedades
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reguladoras 1independientes de la temperatura. Se ha
sugerido que el primer mecanismo <itado, gque es el mas
caracteristico, es el mAs operativo tanto en procesos de
evolucién comc en procesos largos de aclimataciéon. En
este Gltimo procesc se encuentran implicados al menos
dos mecanismos de control: el nivel de iscenzimas
preexistentes en la célula y la funcionalidad de las

mismas, adecuadas al intervalo de temperatura ambiental.

Las interacciones enzima modulador, § en particu-
lar enzima-adenilato, parecen ser menos dependientes de
la temperatura, con el fin de mantener el nivel de
actividad enziméAtica, lo cual parece légico yva que los
adenilatos son sustratos comunes para muchas enzimas vy
por lo tantoc muy pococ especiflicos. Sin embargo, para
otros moduladores mAs especificos, si se ha enconirado

variacién con la temperatura.

De todo lo expuesto anteriormente se puede decir
que las enzimas de lcs peces muestran marcadas diferen-

clias con las de los mamiferos.
.— Importancia de la glicolisis en la funcldén muscular.

El metabolismo anaercbidéticao en peces es cuali-
tativamente diferente al de los mamiferos (Bi%inski.
1875, Algunos autores han demostradoc gque durante 1la
anaerobviosis se produce COz y NHEa* y pueden utilizar
ademas las proteinas para desarrocllar energia para =@
trabajo muscular . Resistir la anaerobiosis es muy 1m-

portantes en el <¢iclo Dbilolégico d=2 algunos grupos d=

+
]

peces. Diedrizic y Hochachka (1978) explicarcn la 1

L]

n+
veloclidad en la acumulacién del lactats cbssrvada en =1
misculo blanco de algunos peces, como la carpa, durante
la hipoxia, mediante la existencla de vias alternativas

anaerobicas ademas de la glicolisis, comoc ocurre en el
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misculo de numerosos organismos anaerobios facultativos.
Johnsten (197%a) lo Justifica considerando que 1los
carbohidratos y los aminodcidos se usan simulténeamente

dando gran variedad de productos finales.

En el trabajo de alta intemnsidad (anaersébico)l
realizado per el misculo blanco de los teledsteos se
utilizan tres fuentes de energia endégena <(glucégeno,
fosfocreatina y ATP?> aunque las 1interacciones entre las
vias metabdlicas que las wmovilizan no estaAn adn bien

estudiadas (Hochachka, 1985

Distintos autores bkan descrito gue durante tiempos
cortos de 1intensa actividad muscular se produce umna
rapida formaclén de ATP, acompafiada de un proceso
anaerébico de hidrélisis de fosfocreatina y glucogencli-
sis, aunque todos estos fendmenos dependen de  la
intensidad y de la duracién de la contraccidén, de los
mecanismos de regulaciéon que controlan el flujo
glicolitice y de la resistencia especifica de cada fibra
muscular a la fatiga. Tradiclonalmente, en el estado de
fatiga debido a un trabajo intensc, estos cambios s=se
asocliaban a la acumulacién de iones hidronice. FPor el
contraric, Dobsaon y col. (1987) consideran que 1la
disminucién del pH intracelular en el misculo de peces
en ejercicio no afecta al funcionamiento de las enzimas

glicoliticas, como por ejemplo la fosfofructoquinaéa.

En 1la fatiga {incapacidad para mantener una
velocidad ligeramente superior a la velocidad maxima del
estado estacionarioc en condiciones aerdbicas) parece
claro gque los puntos de control en la ruta glicolitica
son la HE, PK Y PFK. En reposo no se observa la
capacldad reguladora de la HK, pero en la fatiga l1a GSP
disminuye mucho, lo que produce una desinhibicisdn de la

actividad hexogquinasa. Tambilién se ocbserva que hay un
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aumento de la F6FP y una disminucién de la F-1,6-P., va
que la F6P se produce mids rapidamente de lo que puede
transformar la PFK. También se ha relacionado la fatiga
con una mayor inhibicién de la PFK por al ATP al
disminuir el pH, pero parece poco prabable ya que en
peces en este estado hay una disminucién notable del ATP
en comparacién con el resto de vertebrados y ademAs se
incrementa mucho la concentracisén de moduladores

positives de la enzima (Dobson y col. 1987,

En salménidos en el momento de la estenuacién (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
glicoliticos y de nuclestidos de adenina (Dobson y col,

1987; Dobson y Haochachka, 1987)>.

Se ha observado gque durante el funciconamiento
muscular hay dos fases en la produccién de lactato vy
protores relacionades con los periocdos de depleccisén del
ATP <(trabajo’ vy de recuperacidéon del ATP (recuperacisn
musculary vy ambos colnciden c¢on periodos de fluio
glicolitico en el misculo tbtlanco de peces (Dobson vy
Hochachka, 1987)>. Se cree que la estimulacisdn gliceli-
tica se realiza via activacién de la fosiocfructoquinasa,
piruvatoquinasa y gliceraldehido 3 fosfato deshidrogena-
sa. Tanto el ATP como la fosfocreatina 1inhiben astas
tres enzimas vy su concentracién disminuye con el trataio

muscular.

Como ya hemos indicado, los estudiocs realicadcs
zobre el metabolismo de musculo blanco de peces durante
el ejercicio muestran tres fuentes poctenciales 2=
generacidon de energia. De la movilizacién anaerdbica d=
estos compuestos se producen al mencos sels metabolitos

mayoritarios: anién lactato, protonas, amonioc, creatina,
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Pi e IMP (Dobscn, 1986; Parkhouse, 1986; Dobscon y Hocha-
chka, 198>,

Ficontis

g 2 lactato
2 ADP + 2P 2ATP+2+&O
=
’
\ ATPasa
e e e e e = = — e e 2"
"
~
N
ZAME +2 — = 2MD + 2 MNbg —— 2ant
kd Oesamnasa
Creatvaguirasa
P-CRZATINA + ADP ATR « CREATINA
k4
-
pose
ATD98a
AN

Esquema 4; Resumen del metabolismo anaerobiético en misculo y formacidn del ATP a partir de
la creatina fosfato (Towado de *Rola of glycolysis in adenilate depletion and
repladion during work and recovery in telaest #hils wuscle” de Oobson y Hothathka,
1987),

La acumulacién de al menos tres de estos productos
finales tienen gran Iimportancia ., ya que el Pi y =1
amonio son conocidos activadores de la PFK (Dobson y
col., 1985), mientras que el IMP puede ser un activador
de 1la glucogenecfeosforilasa b, Estos preductos por =i

!

1]

miemos pueden incrementar la glicolisis para producir

ATP que es necesaric para seguir nadando.

Tamblén la alanina y el malato se producen <cmo
productos finales (Hochachka, [9353) aunque son minorita-
rics, pero su aciumulo puede producir modificaciones en
las c¢oncentraciones de productos intermediarios del

cliclo de Krebs.
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Hockachka y col. (1975) proponen, en misculo rojo
de trucha, un mecanismo que 1mplique la reduccidén de
fumarata acoplada con un sistema de transporte de
electrones y/o la movilizaclén de glutamato via a-ceto-
glutarato a succinil-CoA. Ello supondria una ventaja
energética sobre la glicolisis clasica, ya que se
obtiene una produccién extra de moléculas de ATP. En
misculo blanco no se ha encontrado aumento del
succinato, aungque =81 un ligero aumento de la con-
centracién de alanina como producte final. Estas dife-
renclas se plensa gue puedan ser debldas al contenido
mitocondrial <(la relacién de mitocondrias entre mGsculo
rojo y blanco es de 7 a 3) (Yamawakl, 1983; Waskoma y
Johnston, 1981)>.

Durante la recuperacién, sigue existiendo lactato,
aungque aumenta el glucdgeno debidoc a gque el musculo
ocupa la maycr parte del organismo y se difunde desde 2l
plasma la glucosa procedente del higado (Randall vy
Daxboeck, 1982>. Esta alta disponibilidad de sustrato
favaorece la glicolisis en el misculc blanco en el

periodo de reposo, de acuerdo con el sigulente esquema:

glucdgeno del higado » glucosa del higado

+ glucosa del plasma + metabolismo muscular.
Se podria decir que todo este incrementoe ‘en 1la

actividad de la glicclisis se deberia a la necesidad de

almacenar ATP para la contraccidn muscular,
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1.4. PIRUVATOQUINASA.

La piruvatogquinasa <(ATE: piruvato-z2-fosfotrans-
ferasa, E.C.2.7.1 1.40) es wuna enzima gclave en el
metabolismo, que cataliza la reaccién entre fosfoenol-

piruvats (PEP> y ADP, dando piruvato y ATP.

PK
PEP + ADP --=-= piruvato + ATF

Kesponsable del mantenimiento de un balancse
din&dmico entre glicalisls y gluconeogénesis, su papel
regulador aparece claramente cuando se considera su
posicison en 21 <conjunto metabdlico celular: por una
parte, produce energia durante el catabolismo de la
gluccsa, y por otra puede considerarse como Gnica via
entre dos compuestos, PEP y piruvato, leocalizados en
puntecs claves del metabolismo. A =ste respecto, se debe
tener en cuenta que la PK, enzima c¢lave en 1la
encrucijada metabdélica d=1 PEP, puede jugar un papel
importantse ademads en la {formacidén del &cide piliravico
procedente de las triosmas fosfato que a su vez, también

se pueden originar en la ruta de las pentosas fosfato.

La PK ha sido descrita como una de las =2nzimas

reguladoras del metabolismo glucidico 2n diverscs

organismes y telides de mamiferos, (Seubert y Schoner,
1971, peces (entre los gue se encuentra la lubinaly
aves (Guderley y Cardenas, 1920a; Fideu vy <ccl., 193%¢c,

19865, bacterias <(Cornish y Johnson, 1971>, mastocitoma
(Ngo ¥y col., 1983). Esta enzima cumple con dos criterios
para conslderarla reguladora ya gque ‘cataliza una
reacclén irreversible, c<on un gran descenso de en=srgia
libre, y su actividad es modificada por compuestos gque

no guardan relaclén estructural <con el sustrato. Este
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papel regulador 1mplica que esté sometida 2 nuUmercsos

mecanlsmos de control (Dixon y Webb, 1979).

Las actividades de l2 PK y la PFK estan
ampliamente coordinadas mediante un acoplamiento entre
los productos y sustratos de ambas. El1 ADP producido en
la reaccién catalizada por la PFK es uno de los
sustratos de la PK y a su vez el ATP que se produce en
la reaccidén catalizada por esta enzima es el sustrato de
la PFK. Adem&s la F-1,6-P=, preoducida en la reaccién de

la fosfofructoguinasa es un notable activador de la FPK.

La mayoria de las piruvatoquinasas de maniferos
estan constituidas por subunidades con un peso molecular
de 50.000 a 60.000 daltons, siendo generalmente la forma
activa un tetradmero <(Hall y Cottan, 1978; Munday y col.,
1380). Se han descrito también formas activas triméricas
y pentaméricas (Glles y col., 1976a), e incluso de un
grado de polimerizacién mayor <(Reinhart, 1983; Sand,
19845

En relacién con sus propiedades cataliticas la
plruvatoguinasa, como todas las quinasas, transfiere
grupos fosfato, siendo mayor la especificidad con el
sustrato donante (PEP) que con el aceptor (ADPY (Kayne,
1973; Munday y col., 1980).

La sensibilidad de la piruvatcquinaszsa a wvarios
cationes ha sido postulada como mecanismo de <control.
Asi, la enzima requiere no solo cationes divalentes como
el magnesio o el manganeso, sino tamblén monovalentes
como el potasic o el amonio para su actividad (Abdbe vy
Yamoda, 1982; Leon y c¢ecl., 1982; Behn vy Bryvant, 1920;
Alnsworth y Mcfarlane, 1973). En alguncs casos anbas
tipos de cationes actuan como activadores <(Hunsley vy

Sulter, 1969; Adnsworh y Mcfarlane, 1973)>. Algunos
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autores praoponen Somo verdaderos sustratos de la
reaccién las formas queladas de magnesic y nucledtidos

(Kayne, 1973; Munday y col., 1880

Se ha descritoc que la modulacién de la actividad
de esta enzima en mamiferos es debida a un proceso de
fosforilacién-desfosfarilacién (Engstron, 1978, Este
efecto tamblén s=se ha observado en piruvatoquinasa de
mejillén (Ibarguren y col., 1989) y parece muy probable
gque pertenezca al grupo de enzimas cuya actividad sea
regulada por fosforilacién bajo la Iinfluencia del
adencsin monofosfato ciclico {(AMPc):; siendo mas activa

la forma fosforilada que la desfosforilada.

Al igual que en otras enzimas glicoliticas, la
regulacién de la actividad de 1la piruvatoquinasa se
puede ejercer mediante 1la existencia de diferentes
formas 1soenzimdticas. En tejidos de mamifercs se han
descrito cuatro iscenzimas de PK (Cardenas y col., 197%;
Hall y Cottan, 1973; ITmamura y Tanaka, 1982, designadas
como M (M), K (Mz), L y R. Estas iscenzimas difieren en
su distribucidén en los tejidos y en sus prapiedades
cinéticas, reguladoras e inmunclégicas (Guderley y col.,
198%>. Cinéticamente las 1iscenzimas de PK entran en dos
grupos (Moss, 1982), la M presenta cinética mnmnichasliiana
mientras que las otras tres son alostéricas. Estructu-
ralmente todas son tetrameros, existienda homopoiimeros
de todas, excepto en la R {mayor componente da
eritrocitos? {(Peterson y <ol., 1974) . La L f{(mavcr
componente del higado? es fuertemente regulable vy
muestra cinética sigmolidal respectc al PEP, inhiwlciin
per ATFP y alanina y activacisn por F-1,6-P=. La K (maycr
compcnante de rifiond muestra curwvas de saturaciin
ligeramente sigmoidales respects al FEP, se inhibe rpor

alanina y se activa per F-1,9-P2. La M (misctulo vy
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cerebro> tiene cinética hiperbdlica y no manifiesta

propiedades reguladaoras (Noguchi y col., 1986)>.

En peces, el tipo M ha sido descrito en misculo
esquelético y cardiaco de salmén, aunque es la forma K
la que predomina en el resto de los tejidos (¥oon vy
Hulbert, 1980; Guderlay y Cardenas, 1280 b). Sin embargo
estudios sobre PK de misculo rojo de esturiséon y carpa
muestran un comportamientc semejante a la isoenzima L de

mami feros (Randall y Anderson, 1979%; Johnstan, 197%).

Las iscenzimas de pliruvatogquinasa de peces
muestran importantes diferencias conmparadas con las de
los mamniferos. Generalmente la PK de misculo, es ac-
tivada por F-1,6-P= y presenta cooperatividad paositiva
respecto al PEF (Moon y Hulbert, 198Ca y b; ; Roberts y
Anderson, 198%; Sand, 1988). Estas caracteristicas c<on
respecto al PEP de la PK de miscula de vertebrados
inferiores (peces, anfibics y reptiles?> {Munday y ccl.,
1930) son probablemente un gran soporte fisiclégico para
la regulacion de la glicolisis de estos animales. Por el
contrario las isoenzimas de higado se encuentran
sometidas a una menor regulacidén; en algunas especies no
son activadas por F-1,6-Pz (Somero y Hochachka, 1968) vy
en angulla americana (Angullla rostrata’ (Moon vy
Hulbert, 1980b> no se ha encontrado sensibili§ad a
ningun efector. Asi, la teoria del control que ejerce
esta enzima sobre la gluconeogénesis =2n 21 higado n:z
tendria significadc en estas especles. El papsel qu=
desempefia este drgano en los mamifercs, en la regulacisdn
del balance de carbohidratos, puede ser que en los peces
sea realizado por otro tejido, como  podria  ser el

mesculo rojo (Hulbart y Moon, 19782,

Come se ha citado, la piruvatoquinasa de mésculo

de peces es activada pbr la F-1,6-P=, a diferencia de 1lo
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observado en vertebrados superiocores (aves y mamifercs’
(Zammit y col., 1978). Este efecto es suficlente para
revertir la 1inhibicién de sus moduladores negativos
(Munday y col., 1880). Zammit y col. (1978) postulan que
la falta de activaclién por la F-1,6-Pz en vertebradecs
superiores se debe a la aparicién de un sistema
circulatorio doble y completoc que forma parte de un
sistema eficliente para suministrar oxigenc al misculo.
Por ctra parte, otra hexosa bifosforilada, la fructosa
2,9 bifosfatc, ha mostrado también un efecto activador
sobre la piruvatoquinasa de algunos origenes (Van
Scaftingen y col., 1985 y Miyatake y col., 1986) aungue

su efecto no ha side adn estudiado en los peces.

Para la piruvatoquinasa de misculo esquelético de
peces e invertebradogs marinos, se ha descrito inhibicisn
de tipo compativo mixto respecto al PEP por
fenilalanina, alanina y wvalina {(Johnston, 197%; Munday vy
col., 1980>». OQOtros 1inhibidores descritos son el ATP
{Guderley y Cardenas, 1980Cb; Kayne, 1973), fosfato de
creatina y fosfato de argininé (Kemp, 1973; Munday vy
col., 1980C; De Zwaan y Ebberink, 1978).

E1l pH Sptimo de esta enzima, en peces, se
encuentra dentro del intervalo de 7 a 8 <(Randall vy
Anderscn, 1975, Johnston, 1975 b; Fideu vy col., 1985%c?,
La activacién por F-1,6-P= segdin Somero ¥y Hocﬁachka‘
1968, no depende del pH en un 1intervalc de 6,5 a 7,5;
aungue por el contraric, en misculo blanco y rojo de=
anguila (Randall y Anderson, 1973> y en higado de lubina
{Fideu vy col., 1985c>, si se ha observado una
dependencia del efecto activador de este conpuesto al
variar =21 pH. La accién de los inhibidores ATP vy
fenilalanina parece que tampoco se mnodifica por el

cambilio de pH (Moon vy Hulbert, 18300L>.
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Como ya se ha seflalado la temperatura actia come
un modulador en los organismos ectotermos. En
piruvatoquinasa de miusculo de esturién se ha observado
una disminucién en el coeficiente de Hill respectoc a PEP
cuando decrece la temperatura <(Randall vy Anderson,
1879), al 1igual que gcurre en otros organismos
ectotermos (Guppy y Hochkachka, 1979>. La plruvatoquina-
sa de musculo blanco de anguila también presenta un
aumento de la afinidad respecto al mismo sustrato a
temperaturas bajas dependiente del ©pH (Roberts vy
Anderson, 1985). En higado de lubina se ha observado que
aumenta la afinidad y la cogperatividad al disminuir la
temperatura respecto al PEP y no presenta termorregula-
cién respecto a su otro sustrato, ADP (Fideau vy c<col.,
1986). Normalmente el efecto de la temperatura sobre
los diferentes moduladores de la piruvatoquinasa no s
muy marcadq. Esta independencia de los efectores
respecto a la temperatura sugiere que estos controles de
la actividad piruvatoguindsica scn igualmente activaos
dentro del intervalo de temperaturas del Lhabitat normal

de estos animales (Someroc y Hochachka, 1968>.

En general, un anélisis de los datos cinéticos de
la PK de diferentes tejidos de peces revelan
cooperatividad con el sustrato PEP y propiedades
reguladoras semejantes a las encontradas en los tipos
PK-K y PK-L de mamiferos; también Gaitan y col. (1983>
observan wuna forma hibrida K-M para eritrocitos de
trucha y Fideu y <col. (1986 en higado de lubina
describen wunas propledades cinéticas y reguladoras
similares a las de la clase L de mamiferos aunque posea
también algunas caracteristicas de la forma K. Estc

podria indicar gque la PX de peces probablemente tenza

oy

propliedades estructurales gque sean reminiscancias d=i
precursor evolutivo de las tres 1lscenzimas de mamifercs

(Guderley vy Cardenas, 1980b).
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I.5. FOSFOFRUCTOQUINASA.

La fosfofructoquinasa (PFK> (ATP: D-fructosa-6-
fosfato 1 fosfotransferasa EC, 2.7.11.1) cataliza la
fosforilacién de la F6P mediante el ATF para formar
F-1,6-Pz y ADP., Esta enzima juega un papel central en la
regulacién de la glicolisis en 1la mayoria de los
organismos estudiados <(Bloxhan y Lardy, 1973; VUyeda,
1979; Sols y col.; 19815,

En estos Udltimos afios los conocimlientos sobre la
PFK han sufrido notables camblos debido al
descubrimiento de la F-2,6-P= descrito como el m&s
notable activador de la enzima. A la luz de este
descubrimiento se han definido otras dos formas enzi-
maticas con actividad fosfofructoquinasica que catalizan
reaccicnes distintas a la anteriormente citada, a 1la que

también se denomina FFK-1:

- PFK-2 <(ATP: D-fructosa-&€-fosfato 2 fcosfotrans-
ferasa) <(Furuya y Uyeda, 15881, Van Schaftingen y Hers,
1983; Hue y <ol., 1981> gque es la responsable de la
formacién de F-2,8-P= a partir de FEP y ATP. Es umna
enzlima bifuncional, c¢on actividad F-2,6-Pz-asa que se

encarga de su degradacisn.

-PP.-PFX <(pirofosfato: D—fructosaﬁ6+fosfato’l fos-
fotransferasa) que <cataliza la formacldén de F-1,6-P2 a
partir d= F8P vy FP, en las plantas v en algunas
microorganismecs (Resves y col., 1974, Macy vy col., 1273;

Carnal y Back, 19879).

En determinadas circunstancias la gluccsa gpuede
llegar a la glicolisis ya fosforilada, esto ha hecho gque
algunos autores consideren a la fosfofructoquinasa, <omo

la primera enzima clave de esta ruta, capaz de regular
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su flujo segun las necesidades energéticas de la célula.
Este papel reguladaor de la enzima, ya se sospechaba en
1843, <cuando Elgerhart y Sakov vieron que el efecto
Pasteur se debia a la inhiblcidén aerdbica de la reaccisdn
catalizada par la PFK. Estudios previos de Cori <1942
ya habian indicado el papel limitante de esta enzima

sobre la actividad glicolitica.

La PFK de peces, se comporta en lineas generales
como la de mami feros aundque muestra diferencias
cuantitativas y cualitativas en cuanto a la accldn de
sus moduladores y scbre todo a su termorregulacidn.
(Freed, 1971; Houston y col., 1970; Jeorgesen y Mustafa,
1980; Jensen, 1981; Leaver y Burt, 198%9).

La mayoria de las PFK estan constituidas por
subunidades de peso molecular 85.000 + 5.000, siendao
normalmente activa cuando se encuentra en forma de
tetramerc e 1inactiva en su forma dimerica <(Frieden vy
col., 1976». Estas subunidades pusden agruparse formandc
pclimeros gque excedan del millén <(Dunaway, 1%73), =&
incluso se han encontrado diferentes tendencias a formar
agregades de la enzima en distintos tzfidos de un mismo
organismo (Uyeda, 1979). Petigrew y Frieden (197%a y b®
proponen que las formas activas e inacitivas correspconden

& formas no protonadas y protonadas reszpectivaments.

Ze sabe gue para muchos vertebrados la PFK
purificada de misculo esqueléetico poses una disgregaciin
de tetramercs a dimeros a nmedida gue disminuy=s el ¢H
bajo uwnas determinadas <condiciones de temparatura.
Cuando hay una alcalinizacién en el medic los dimeros se
agrupan en tetrameros. Esto ha dado luzar a gque diversss
autores (Hand y Somero, 1983, 1924, Hand y Carpenter,
19865, postulen una regulacién "in wvivo" de 1la PFK

dependiente del pH. Otros autores (Dobson y col., 1986;

31



Hesterberg y Lee, 1982; Luther y col., 1983) afirman que
cualquier modulador que incremente la relacién de formas
de la enzima desprotcnadas a protonadas puede ser de los
mas efectivos en conservar el equilibrio alrededor de la
forma tetramérica. La temperatura puede influir en 1la
agregacisén de las subunidades <(Hand y Somero, 1983,
1984)> asi como la concentracién de la enzima (Bosca ¥y

col., 1985).

En relacién con sus propledades cataliticas, la
PFK, como todas las quinasas transfiere grupos fosfato,
siendo mayor la especificidad con el sustratoc aceptor
(F6P> que <on el donante (ATP>. A pesar de la gran
especlficidad por la FSP, la PFK tiene capacidad para
fosforilar otros azucares (Bloxhan y Lardy, 1973>, vy
puede usar una gran variedad de nucledtidos trifosfato y
donantes fosforilados en su reaccicn catalitica. Todas
las reacciones de +transferencia que afectan al ATF
requieren un complejoc de ATP-1én covalente, que normal-
mente es el verdadero sustrato. El ién mAs efectivo

suele ser e] cation Mg™=.

Es caracteristico de esta enzima la inhibicién por
ATP, la cual fue descubierta por Lardy y Parks (1356&)
en misculo de conejo siendo después aobservada en la
mayoria de las fosfofructoquinasas (Blexhan y Lardy,
1873, Uyeda, 1979, Sols y col., 1981). Sin emba;go. la
sensibilidad de la enzima difliere segin el origen de la
misma. La PFK de higado de mamiferos (L o B) es mas
sensible a la inhibicisdén por ATP que la de masculs M o
A v cerebro (P o C>, siendo esta ultima casi insensible
(Vera vy col., 198%a y b». Ademids, en fosfofructoguinasas
de algunos microorganismos no se ha observado inhibicisn
(Ferdindandus y Clark, 13969, Doelle, 19722 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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ATP4— 1libre, ya gque en 1la mayoria de los organismos
estudiados, el MgATP=®— |, que a su vez puede ejercer
inhibicién, es el verdadero substrato de la PFK (Bloxhan
y Lardy, 1973; Uyeda, 1979; Sols y col., 1981; Sand,
1981la; Cronin y <col., 1987 . El ATP#4~ en algunos
organismos es un inhibidor mAs potente que el compleja
MgATP=- (Paetkov y Lardy, 1967; Otto y col., 1974, lo
que s& ha comprobado en peces (Fideu y col., 1985a;
Jensen, 1%981l; Leaver y Burt, 1981) mientras en levaduras
(Mavis vy Stellwagen, 18703 y en miusculc de rata
{(Relnhart y Lardy, 1880 a’ es al contrario. Se ha
descrito que el Mg=* libre elimina el efecto inhibidor
del ATP<~ vy/o MgATP=- <(Bloxhan y Lardy, 1973; Uyeda,
1979; Turner y Turner, 1980, Fideu y col., 19850b>.

La inhibicién producida por el ATP es claramxente
dependiente del pH <(Bloxhan y Lardy, 1973; Uyeda, 1873).
En PFK de misculo de conejoa hay menor 1inhibicidén a pH
alrededor de 7,1; débil entre 7,9 y 8,5 y a partir de
8,5 no hay 1inhibicién (Jenser y Gesser, 1880, Nicholls y
col., 1976). Bin embargo, este efecto es el cpuesto en
microorganismos y levaduras (Bongly yv col., 1968; Isaac
y Rhodes, 1986 a y b). En higado de 1lublina no se ha
observado variacidén <(Fideu, 1986>.

Tamblen es caracteristico de 1la PFK, el efecto
cooperativo que la F6P produce sobre la cinéetica a
concentraciones inhibidoras de ATP (Atkinson y <col.,
1965; Bloxhan y Lardy, 1973; Uyeda, 1279>. La cinégtica
sigmoldal se transforma en hiperbilica a <concentraciones
no inhibidoras de ATP, la que parece indicar una
interde=pendencia enire ambaos sustratos cuando el ATP se
une a su sitioc reguladcr. Esta unién cooperativa ds 1la
F&P, tamblén se ve afectada por el pH, de manera que umn
aumentos del mismo produce una disminucién de 1la

cooperatividad vy un incrementoc de la afinidad de 1la
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enzima por la F6P (Bloxhan y Lardy, 1973; Uyeda, 1979;

Jensen y Gesser, 1980).

Como ya se ha mencionado anteriormente, el grado
de polimerizacion de la enzima puede ser dependiente de
su concentracién (Hofer y Kristek, 19755 y el
comportamiento de la PFK varia respecto a sus sutratos y
efectores cuando se estudia a concentraciones fisiolé-
gicas de enzima o con ella diluida (como es usual en los
estudios "in vitro") <(Bosca y c¢ol., 1985>. A altas
concentracicnes de enzima nc se produce, o bien
disminuye la inhibicién par ATP2#~ (Bosca y col., 198535
Leaver y Burt, 19881> y aumenta la afinidad por la F6F
(Uyeda, 1979, Boxhan y Lardy 19735.

Algunas enzimas de distintos origenes presentan
curvas de saturacisén Dbifasica para uno o ambas
sustratos, entre ellas la PFK de eritrocitos humanos
(Lee y col., 1973}, semilla de guisante (Kelly y Turmer,
19713, higado de lubina (Fideu y col., 1985b>, Strepto-
myces violaceoruber <(Sabater y De la Fuente, 1974) vy
eritrocitos de trucha (Gaitan y col., 1983).

Para explicar este hecho se han propuesto varias
teorias:

1.- La existencla de una transicion de coope-
ratividad negativa a bajas concentraciones del sustrato
a cooperatividad positiva a altas concentraciones, con
una zona intermedia en l1a que la enzima es relativaments
insensibtle a las varilaciones de la concentracicn dei
sustrato <(Sabater y De la Fuente, 1974). Sezun Teipel vy
Koshland (1969) para que <ce presente este tipo de
cinética debe haber m&s de dos sitios de unionm vy 1la
unién del ligando (3> a uno de los dos sitics producsiria
un cambio conformacional en éste que podria afectar a la

relativa establlidad de la conformacion de otros sitlics.
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Por factores intrinsececs, la constante de union de estos
sitios debe primero descender (cooperatividad negativa>
y luego incrementarse (cooperatividad positiva). De esta
forma se puede explicar este cambic de cooperatividad
para un mismo sustrato.

2.- Pueden existir daos sitios independientes
con diferente afinidad por el sustrato y al combinarse
sitics de alta con baja afinidad darian estos tipos de
curvas (Lee y col., 19737, En PFK de corazén de
mami feros Se ha propuesto un sitio de alta y ctro de
baja afinidad para la F&P (Uyeda, 1979).

3.~ Existenclia conjunta de diferentes estados
poliméricos de la enzima cuya asoclacidén-disoclacidn se
influye por la concentracidén de sustratc y por la pre-
sencia de efectores (Lee y col., 19737.

4. - Existencia de distintas formas isoenzima-
ticas con distinta afinidad para unirse al .sustrato,
como se ha descrito en eritrocitos humanos (lee y col.,
18733, en higadeo de lubina ( Fideu y col., 1989) y en
tejidc hematopéyetico de trucha (Gaitan y caol., 1850b),

Esta cinética bifasica puede ser modificada por
PH, temperatura y algunos efectcores, bilen variando el
intervalo de concentracién de sustrato en gque se produce
la transicién o bien eliminanda la meseta (Lee y col.,

1973; Fideu y col., 1985b>.

Una de las propledades mAs interesantes de la PFXK
ez la modulacién de su actividad por gran variedad de

efectcores.

Enire los 1inhibidores mas caracteristicos de la
PFK de mamiferos podemos citar al <itrato, el efecto
inhibidor de este <compuesto suele ser mayor a altas
concentraclones de ATP (Bloxhan y Lardy, 1973. Uyeda,

1979) aunque en corazén de rata ss ha observado gue el
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efecto es independiente (Pogson y Randall, 1976). Ademas
la sensibilidad de 1la enzima a este compuesto puede
variar de vunos tejidos a otros dentro de la misma
especle (Colombo y col., 1975; Kemp y Foe, 1983). Otros
inhibidores fosfato de c¢reatlna, 3-fosfoglicerato, 2,3-
difosfoglicerato y fosfoenclpiruvato muestran también
efecto mAs pronunciado a altas concentraclones de ATP
(Blexhan y Lardy, 1973; Uyeda, 1879 . Todos estos
inhibldores potencian la inhibicilén por ATP y disminuyen
la afinidad de la enzima por la F6P. Por el contrario,
el PEP ha sido descrito como activador en higadc de
lubina (Fldeu y col., 198%9).

Dentro de lcs efectores positivos se encuentran
NHa.™, <-AMP, AMP, ADP, Pi, F-1,6-P=, G-1,6-P=, F-2,6-P=,
R-1,5-P=2 y fosfogluconato {(Uyeda, 1979; Bloxhan y Lardy,
1973; PBrooks y Storey, 1990, Ishikawa y col, 1989; Van
Schaftingen y col, 1882). Estos meoduladores contrarres-
tan la d1nhibicién provocada por citrato y/o ATP vy
aumentan la afinidad de la enzima por FSFP. La accion de
todos estos efectores puede estar 1influida por ©pH,
temperatura, concentracién de la enzima y fosforilacion

de la misma.

Como se indica en el apartado I.4 el
comportamiento cinético de las enzimas de los organismos
ectotermos pueden modificarse por la temperatura y este
efecto es patente en la PFK de peces. Fresd (1971), en
musculao de carpa, cbserva que a temperaturas elevadas
(25°CH el ien Mg=* produce un efecto inhibidor,
disminuye la dinhibicidén por citratoc y disminuye 1la
afinidad respectc ATF. En lubina =se ha obserwvado
termorregulacién en PFK de higado (Fideu y <ol., 18853
a), donde disminuye el coeficiente de Hill y aumenta la
afinidad a medida gque aumenta la temperatura denirc del

intervalo normal del habitat.
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Un aspecto importante en la regulacién metabdlica
de una via es la existencia de formas iscenzimhAticas de
aquellas enzimas que componen la ruta. Poseen diferentes
caracteristicas ¢ineticas y reguladoras, lo que hace gque
su presencia en distintos tipos celulares o tejidos les
dé una especificidad metabélica relacionada con la
funcién fisiolségica que desempefian (Guderley y Cardenas,
1980b3 ., La mayoria de los datos se refieren a mamiferos
donde l1a PFK se encuentra en forma de tetrameros,
constituidos por subunidades de tipo M (misculo?, tipo
L (higado) y tipo P (plaquetas y cerebro) (Tasail y col.,
1975; Vora, 1982 y 1983, Veocra y c<col., 1285 a). Estas
subunidades sufren tetramerizacién y se producen homo o
heterotetrameros, que pueden diferenclarse unos de otras
por sus caracteristicas fisico-quimicas y cineticas
(Tasal y c¢ol., 1979; Vora, 1982 vy 1983; Vora y <col.,
198%ar.

La subunidad M predcocmina en los tejJidos cuyva via
principal es la glicolisis, la L en agquellocs en que
predeomina  la gluconeogeénesis y la P en cultivos
celulares con elevada velocidad de replicacién vy
glicolisis aeroblia (Vora, i982). Los homotetrameros
poseen distintas propiedades alostéricas, diferente
cooperatividad respectic a F6P y grado wvariable da
inhibicién por ATP <(en el sentidec M > L »>P), Las mas
sensibles al citrato son P y M y el efecto de la F-2,6-

P- es mayor en P y L.

La presencia de estas formas iscenziméticas <carac-
teristicas suponen un avance evolutivo debido a2 1a
especializacldén de su funcién en los distintos teiidos vy

crganismos,
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I1.6.— OBJETO DEL TRABAJQ.

El objeto del presente trabajo consiste en aportar
una serie de datos experimentales encaminados a
caracterizar la piruvatoguinasa y la fosfofructoquinasa
de misculoc de lubina, por ser enzimas claves de la via
glicolitica asi como por su interrelaciém con el control

metabélico de la nmisma.

El enfoque de dicho estudio se bYbasa, en general,
en los reducidos estudios bloquimicos reallzados hasta
el momento utilizando coma material biolégico la lubina
¥y, en particular, a la inexistencla en la bibliocgrafia
consultada de datos <concernientes al comportamiento
tanto aislado como integrado de estas enzimas en el
drgano antes mencionado. Estos estudios, desde el punte
de vista de investigacién basica y aplicada, creemos que
pueden constituir un aporte al conocimiento de 1la
bioguimica de la lubina, asi comc un puntc de apoyo para

el cultivo controlado de esta especie.

De esta manera, se bha abordado el estudio de las
propiedades enzimdticas y aspectos mcduladores en
relacién con la variacién de la temperatura del habitat
de la 1lubina, asi como del pH y se ha investigado la
posible presencia de iscenzimas , en relacidén con los

mecanismos de regulacién metabdlica.
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II. MATERIAL Y M£TODGS.
I1.1.— MATERIAL.
I7.1.1. MATERIAL BIOLO6GICO.

Se han utilizado lublnas (Dicentrarchus labrax L)
de siete a doce meses de edad y con un peso de 38,12 %
13,46 g, procedentes de las sallnas "Cultivos piscicolas
marinos S.A." y "Esperanza siglo XIX" de San Fernanda
(CAdiz>, donde los animales se mantuvieron bajo condi-
clones controladas de oxigenacién y salinidad y fueron

alimentadas "ad libitum".

Normalmente las lublnas fueron sacrificadas en el
lugar de origen, diseccionadas y congeladas en nltrégeno
iiquido en el menor tiempo posible (aproximadamente 1S5
minutoé). Se liocfilizaron y se transportaron hasta el
laboratorio en las mismas condiciones de congelacién. En
algunas ocaslones se utilizaron tanques herméticos con
sistema de oxigenacidén artificial para transportarlas
vivas hasta el labecratecrio, donde se siguié el mismo
proceso antericrmente citado. las muestras se
conservaron congeladas a -20°C hasta el momento de su
utilizacion. El misculo utilizado correspondia a la zona

comprendida entre las aletas ventrales y la caudal.
I1.1.2. PRODUCTOS UTILIZADOS.
los soportes cromatograficos fueron suministrados

por Pharmacia <(Sephacryl S$S-300, Blue SZepharose CL 6B vy

Superocse 12>, al igual gue los kit de proteinas patrones

0

para las determinaciones del peso mneclecular de la

enzimas.
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Los sustratos de las reacciones enzimédticas, los
efectores de las mismas, las enzimas auxiliares y los
productos usados en la determinacién de metadbolitos
praocedian de Boehringer Manhein, excepto la F-2,6-P: que

era de Sigma Chemical Company.

La poliacrilamida y el resto de reactlvos para la
preparacion de los geles de electroforesis procedian de

los laboratoriocs Bio-Rad.

Todos los deméAs productos quimicos wutilizadaos
fueron suministrados por la firma Merck, excepto la

glicina que procedia de Fluka.

I71.1.3. APARATOS UTILIZADOS.

Las pesadas se realizaron en una balanza Sarterius
Handy <(precisién 90,1 mg> y en un granatario Metzler
(precisisén 10 mg>. Para las mediciocnes de pH se utilizsd
un pH-metro Methron-954 de +tres cifras decimales con

correcclén incorporada para la temperatura.

Las disclucicnes se prepararcn de forma rutinaria
con agua bildestilada procedente de un destilador X¥i111i-
Ro de la firma Millipore y con agitadores Bunsen MC-B.
Para la conservacilién de los reactivos y de los miusculcs,
una vez extraidos de las lubilinas, se wutilizo un
refrigerador de la marca Aspes modelo ciclomatic de dos

motores.
Lcs homogeneizados se obtuvieron en un homoge-
nizador eléctrico Cmmli-mixer y se centrifugaron en una

centrifuga refrigerada Beckman modelo J-21.

Las medidas espectrofotométricas se realizaron en

un especirofotémetro Pye-Unican SP28-100 de Fhilips, con
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registrador incorporadso vy termostatizado mediante
conexién del receptaculo de cubetas a un bafie Braun,
Frigomix 1495. Para las incubaciones se utilizd un baflo

P-selecta peristerm termostatizado.

Las cromatografias estandar se llevarcn a cabo en
columnas, wutilizande un colectar de fracclones auto-
mhtica Frac 100, al gue se acoplé un detector de
proteinas UV-H conectado a un registrador REC 101, todo
ello de la firma Pharmacia LKB. El flujo se mantuvo
constante mediante una bomba Eyela MP-3. Todas las
operaciones de extracclén y tratamiento de enzimas se
realizaron en una camara fria LKB modelo 2021 Maxicolab,

a una temperatura de 0° a 4° C.

Las cromatografias realizadas en FPLC se llevaron
a cabo en un sistema FPLC de la firma Pharmacia,
compuesto de dos bombas P 500, un monitor UV-1, una
valvula V-7, un colector Frac 100, un reglstrador de

tres vias y un controlador LCC-500.

Las electroforesis de proteina nativa se
realizaron ccn un sistema Pleuger, con fuente de
alimentacidén de la misma marca, mantenliendoc constante =1
amperalje 2-3 mA por tuboy, Las electroforesis en
condiciones desnaturalizantes se llevarcn a cabo en una
cubeta V 15-17 BRL, c¢on una fuente de alimentacién PSS
5000 (IZASA> y se usé un formador de gradientes de
Pharmacia-LKE. En otras occasiones se usd también un

equlipo Phast system de electofcresis (Pharmacia-LKB).

Los datos se procesaron en un ordenador AM3TRAD

PCW 82%% y 2n un IBM personal sysitem/Z modelo 30.

41



II.2.- MseTODOS,

I1.2.1. DETERMINACISN DE METABOLITOS

A.~-Preparacién de las muestras y obtencién de

extractos.

Se llevd a cabo segun se refleja en el esquema 3,
utilizando los extractos aobtenldos en cada caso, para la

determinaciéon de la concentracién.

En todas las determinaciones se relizaron experi-
mentocs <on un dblanco en el gque se sustituye la muestra
por agua destilada. Con el fin de asegurar la precisién
del método, se realizé otro experimento control con una
cantidad conocida del metabolito que se este determinan-

do.
B.- Determinacidédn de la concentracién.

La concentracién de los intermediarios glicol:i-
ticos, los nucledtidos de adenina y diversos efectores
descritog para la piruvatoquinasa y la fosfofructo-
quinasa, se determinaron mediante técnicas espectrofo-
tométricas, usando sistemas de reaccleones enzimdticas
acopladas, Segun les procedimientos descritoé por
Bergmeyer (1974). En el casc de la F-2,6-P= se uszi el
metods de Van Schaftingen y col (1982)> (Esquema ).

La concentracisn de magnesio se determiné mediante
absorcién atémica y los aminodcidos por cromatografia
liquida de alta presion (HPLC)> nediante la formaciin de
OPA <(C-phtaldeido) y FMOC (fluoro-fenil-metil-clorofor-

mato? <(Esquema 6.
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QETERMINACION DE F—"_B—Pz DETERMINACION DE AMNOACIOS DETERMIMACICN DE MAGNESIO

i

e ! f
Sobrenadan’e HPLC {5 ul nyeccion) Crsoucsdn 100mi HNGy 6.3
) !
3 centriugactones Muestra +0PA + FMOGC + Pentano Oxdacon con HN(H'(:J
25.000 x g, 0 mn, 48C - ianally] ?
}
neubacdn 04C, 10 mn titradn 200mg teyda Hresco
i i
heudaadn 8AC, 10 me hncupaadn (1 1), Uttrasondos L
i 57 HCIG )
I [esproteneizacn
Cesproterizacon. Homogeney acon i
imi NaCH D, IN), 80¢ 00 mq teda fresco
A
0 mg tejdo fresco fHtos, 1992

¥an Schatingen, 1962) *

)

i
1

MUSCULO

Y
Bergmeyer, 974}

Y
1q lexdo fresco
CESCIIM 200
komegenewzacion Jmi HCLD, )
Y
Centrifuzac.on. 25.00G 1 g, 30 mn, 42C
Sofrenacante
Neut: s#720on Wk, pHi 68
‘negdicgn. 23 15 min
' .
Canmfugacion, 25.00C 1 9, 30 me, 40
)
|
Scbreeacante

¥

| H
CETERMMNAGION JE TR0 METAECL O ©
1

L !

Esquena 5. Preparacion de auestras y oblancidn de exiracios para la deterainacidn de

setabolitcs

1 Este metodo se ulilizé pars la deterainacién de glucosa, FEP &4P, F-1,8-P2,

triosas fosfato, PEP, piruvato, ATP, ADP, AP, fosfocrealina, titrato v asonio,
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i CETERMINACION DE METABOUTOS
l

Esquema 6; Métodos utilizados para la delersminacidn de la concentracidn intracelular de los

diferantes setabolitos,
C.-CaAlculo de las concentraciones de metabolitos.

El contenido de un metabolito en una muestra de
tejido 1lo eXpresamos en Jdmol/gramo de tejido -hamedo,
para lo cual hay que wutilizar las +transfcrmaciones
adecuadas, teniendo en cuenta la dilucidén y el porcen-

taje de humedad del tejido.

En los casos en que se usaron técnlcas espectrofo-
tométricas, la concentraclién de 1los diferentes meta-
bolitos en extractos desproteinizadcs viene dada por la

sigulente expresion (Bermeyer, 19745
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Ex V

¢ (pmol/ml’ =
e xd x v xn

aE= variacién de la absorbancia corregido con el
blanco.

V= volumen final en ml.

€= coeficlente de extincildén molar. En todas las
determinacicnes la variacion de la absorbancla se
produce por un aumento o disminucidén de NADH o
NADPH a 340 nm, habléndose usado un wvalor para el
coeficiente de 6,22 x 10-= M~' x cm™'.

v= volumen de extracto empleado en la determi-
nacisén expresado en ml.

n= moles de NADH o NADPH formados o consumidos
por cada mol de metabolitc +transformada. En todas
las determinacliones este valor es 1 excepic en la
F-1,6-FP= que es de 2.

d= paso optico de la cubeta (1 cm’.

La F-2,6-P= se determiné pcr interpolacién en una
curva patrén, obtenida a partir de la activacion
producida, en la PP1i-PFK de patata ., por unas concentra-

ciones conocidas de F-2,6-Pz entre 0-1,5 pmol/ml.

lL.La concentracidén de 1los amincacides, determinada
por HFLC, 1la cbtuvimos inicilialmente en mg/l0C ,oml de
extracto mediante el uso de un factor de calibrado de

acuerdo con la formula:

Area de la muestra x mg patrén

= mg amlinocdcidos /100 ml
Area patrén

I.2.2. PREPARACION DE EXTRACTOS ERZIMATICOS.

Se homogeniza una muestra de misculc, an

presencia de tampén Tris maleico 100 mM pH 7,4 kpiruva—
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toquinasa> o de tampén fosfato S50 mM pH & (fosfofruc-
toquinasa), manteniendo la proporcién de 1 g de tejido
fresco (270 mg de tejido liofilizado> por cada 1% ml de
tanmpén. E1l homogeneizada asi obtenida, se centrifugd
durante 30 minutos a 26.000 x g, manteniéndose 1la
temperatura a 4°'C. El1 sobrenadante se utiliza para la

determinacién de la actividad enzimatica.
I1.2.3. DETERMINACIAN DE LAS ACTIVIDADES ENZINMATICAS.

La actividad PK se determindé midienda espectro-
fotométricamente a 340 nm la velocidad de oxidacién del
NADH, utilizando un sistema acoplado de lactato
deshidrogenasa <(LDH) segun las reacciones siguisntes
(Bergmeyer, 1974):

PK
PEP + ADP ---- pilruvato + ATP

LDH
plruvate + NADH ---—-- lactato + NAD"

La cantidad de NAD‘ formado por unidad de tienpo,
nos permite calcular la actividad de la enzima, ya gque
el NADH que se oxida se encuentra en relacién directa

con €l PEP que se desfosforila.

La mezcla de reaccién contenia, en un volumen
final de 1 ml: Tris maleico pH 7,4 100 nM; PEP 1 mnM;
MgCl=s & mM;, KC1 75 mM; ADP 2 mM; NADH 0,324 =M, LDH 18 UI
y 10 pl (conteniendo aproximadamente 2% upg de proterina:

de extracto enzimatico.

La actividad de la PFX se determind d2 acuerdo con
el metodo de Layzer (1%75), midiendo la welocidad de
oxidacién del NADH, utilizandeo un sistema accplado de

aldolasa, triosafosfato isomerasa (TIM) vy glicercicsfa-
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to deshidrogenasa (GDH>, segun el sigulente esquema de

reacciones:

PFK
F6P + ATP -—--- + F~1,6-P= + ADP.
aldolasa
¥F~-1,6-Pzx-~--—--—-m——- + PDEA
¢4t TIM
. PGA
GDH
2 PDHA + 2 NADH --~---3 Glicerclfosfato + Z2NAD™"
La mezcla de reaccidén contenia, en un volumen

final de 1 mi: Tris-HClL pH 8 100 mM; KC1l 94,5 mM; DTIT
3mM; F6P 1 mM; G&8FP 3 mM; ATP 3,15 mM; MgCl=z =z e wme; NADH
0.00 mM; aldolasa 0,144 UI; glicerofosfato deshidrogena-
sa 0,34 UI; triosafosfato isomerasa 0,99 UI y 25 ul de
extracto enzimatico <(conteniendo aprbximadamente 62 ug

de proteinal.

Para determinar el efecto de la F-1,6~-P=2 se empled
un segundo método de medida de actividad enzimAtica para
PFK (Tornhein, 1976)>, que wutiliza un sistema acoplado
con lactatc deshidrogenasa (LDH) y piruvatogquinasa (PK>,
La mezcla de reacclén contenia en 1 ml de volumen final:
Tris-HCl pH 8 100 mM: ATP 3,1% mM; FOP 1mM; GSFP 3 mX;
MgCl= 3.6 mM; KCl1 94,2 mM; NADH 00,3375 mM; éldolasa
0,144 UI; PEP 1 mM; PK 5 UI; LDH 6,25 UI y 10 unl de
extracio enzlimatico <(conteniendo aproximadamente 25 pug

de proteinal.

La F-2,5-P=, por ser muy sensible a la hidrélisis

dcida, se prepare en medio basico (KOH 10 mM).

Los cambios en la absorbancia se miden durante los

cince minutos sigulentes al comlenzo de la reaccidon en
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los que 1la variacién es lineal con el tiempo. Las
cubetas utilizadas en todas las medidas fueron de cuarzo

vy de 1 ¢cm de paso optico.

lL.os experimentos se llevaron a c¢cabo a una
temperatura de 22°C, a pH 7,4 para la PK y pH 8,0 en la
PFK . En los casos en que estos parametros se modifi-
caron, se especifica en el lugar correspondiente del

texto.

La unidad internacional enzimatica <(UI}> se define
como la cantidad de enzima gque cataliza la conversién de

1 pmol de NAD* en XNADH por minutc en condiclones

estandar (1 <¢m de paso éptica, temperatura y pH
Sptimos?). Se ha tomado como coeficiente de extincidn
molar el wvalor de 6,22 . x 102 M~' x cm™' (Horecker y

Kaornemberg, 1948). La relacién de unidades intermacicna-
les de enzima por mg de prcteina se ha expresado como

actividad enzimatica especifica.

I1.2.4. DETERMINACION DE PROTEfNAS.

—KeEtodo Lowry, La determinacidén de la concen-

tracion de proteinas en los extractos crudos se realiczd

segun 21 método de Lowry y col. (1951)

—Método especirofotométrico. En los procesos de
purificacién se determindé la concentracisén de proteina
madiante espectrofotometria de absorcisén en la regidn
ultravicleta, segun las ecuacicnes de Warburg Y

Christian (1941>:.
mg/ml de proteina = 1,95% D=zae - 0,76 Daso

. ~Metada Bradford. La determinacién de la

concentracidén de proteinas en los extractos purificados
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se reallzbé segun el metodo de Bradfard (187€) con 1la

modificacidén de Marshall y Willilams (1986>.

I71.2.5. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES FISICO-QUINICAS
DE LAS ENZINAS.

A.- Estabilidad enzimatica.

Con el fin de determinar la forma de extiraccidn
¥y conservaclién éptimas de las enzimas, se realizaron
experimentos previos para establecer las condiclones que
mejor favorezcan la estabilidad de la enzima en relacidén

con la temperatura y el tiempo.

En primer lugar se estudié 1la influencia de
diferentes concentracicnes de agentes estabilizantes
sobre la actividad enzimAtica. Los compuestos utillzados
fueron: EDTA (0,25; 0,5; 1 vy 2 mM>, MET (i; 2 3; 4 v 5
mM>, DTT (1 2; 3; 4 vy 5 mMd y glicerocl (6; 12; 20 y 30%
Cv/vd>,

Se determiné la establlidad de la =nzima respecto
al tiempo a las temperaturas de -20° y 4°'C, utilizando
las siguientes concentraciones de estabilizantes para la
plruvatoquinasa: EDTA 1 mM, MET 5mM, EDTA 1mM + MET SmM
y glicerol 30% (v/v); y para la fasfofructoquinasa: FEP
0,2 mM; ATP 0,2 mM; DIT 5 mM; MET S mM; EDTA ‘lmM y
glicercl 20 % (v/v).

B.- Influencia del pH.
a)> gsobre la actividad epzimatica. lLas condiziones
de ensayoc fueron las descritas en el apartado I1.2 3., El

pH deil medic se varié con la utilizacién de wvarias

disoluciones reguladoras (100 mM>:
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- Tampén glicina, para la zona de pH 11,0 - 9,0.
~ Tampén Tris-HCl, para la zona de pH 9,0 - 7,5.
- Tampén Tris maleico, para la zona de pH 7,5 - 5,5.

- Tampén acetato, para la zona de pH 5,% - 4,5,

b> gobre la estabilidad enzimatica. Una vez cono-

cido el pH éptimo de las dos enzimas, se investigé la
estabilidad de las mismas a diferentes valwores de pH.
Los tampones utlilizados fueron los seflalados en el
apartado anterior. Muestras conteniendo el extracto
enzimAtico se incubaron, durante 1% minutos a 22° <€, a
log diferentes pHs indicados. ZSe determinéd la acitividad
residual en las condicicnes resefiadas en el apartado

IT.2.3.

C.- Influencia de la temperatura.

a> geobre la actividad enzimatica. Se utilizaron
las condiciones de ensayo ya descritas en el apartado
I1.2.3. wvariando la temperatura de la mezcla de

reac<ién,

El calculo de 1la energia de activacion (Ea) ==
basa en la ecuaclidn de Arrhenius gque expresa el efecio
de la temperatura sobre las velocldades de las
reacclones quimicas. La ecuacién logaritmica corresponds
a:

log K = 1log A -~ (E/2,303RED

H
—

Al representar graficamente laog K frente a
(representacién de Arrhenius® se gbtiene wuna linea

—

recta, cuya pendiente tiene un valor de -9,21%9 E.

El coeficliente de temperaturas establecido por

Vant "Hoff es la relacién entre las velocidades da
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reaccién a t + 10°C y t°C. Sus valores limite para las

reacclones catalizadas por enzimas son 1,1 y 5,3,

b> gobre la estabilidad enzimatica. Los extractos

enzimAticos se mantuvieron en presencia de tampén Tris
maleico 100 mM, pH 7,4 para la piruvatecquinasa y de
tampén fosfato 50 mM, pH & para la fosfofructoquinasa,
durante 5 minutos a diferentes temperaturas; pasado este
tiempo se introducen las muestras en un bafio de hielo y
se toman alicuotas para determinar la actividad
enzimAtica en las condiciones de ensayoc indicadas en el

apartado II.2.3.
I1.2.6. CALCULQO DE LOS PARAMETROS CINETICOS.
La ecuacién de Hill se puede aplicar a enzimas con

cinetica cooperativa si la velocidad se supone

proporcional a la saturacilén parcial.

log = n log [31 - log K
V-v

La representacisén de log (v/V-v) frente a log {5l
se utiliza frecuentemente para demostrar cineticas

cogperativas de enzlimas.

En esta acuacildn "n" (ne total de sitios
involucrados> seria igual al nuomero da lugares
interactuantes en el caso de la existencia de

cogperatividad infinita, como describe Bernhard (1868),
Sin embargo la pendiente de la representacion de Hill se
designa por "h" e indica la cooperatividad del sistema
midiendo la estequicmetria aparente del processo de unién

en el punto de mayor cooperatividad.
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El punto daonde la recta corta al eje de abecisas
(log (v/V-v) = 0), nos permite determinar la concentra-

cién de sustrato a la que se alcanza % V (So.e).

I1.2.7. PROCESUO DE PURIFICACION ENZIMATICA.

Los extractos preparados segun se& describe en el
apartada IT.2.2. se sometieron a los procesos
presentados en los esquemas 7, para la purificacidén de
la piruvatoquinasa, v &, para la fosfofructogquinasa. Los
paradmetros operatorias de dichos procesos se encuentran

reflejados en la Tabla I.

Tabla 1.~ Pardmetros operatorios utilizados en los protesos de purificacisn

Enzima Fase Volumen de Carga Volusen de
estacionaria lecho (a}) (ng prot/al gel) flujo (ml/h)
Sepracryl S-300 120 9,3 5

PX
Blue Sepharcse CL-6B 12 3.0-50 9
Blue Sepharose (L-6B 18 3,0 -80 10

PFK
Superose 12 25 02-04 i
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EXTRACTG ENZIMATICO CRUDO

|
|

'

TRATAMIENTO TERMICO -— - - — -

Calentamiento, 5 min, 50°C
Centritugacion, 25.000xg, 30 min, 4%

Scbrenadante

S

|

!

!

|

1 Sephacryl 5-300 fudratado}
j

Y
Eouilibrade; Trg mateico 100 mM + glicerol 30% WA, pH 7.4}

|
)

Elucton: Tamoon de equilibrado

CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL o

PN

1 |
_

Bhe Jepnarose CL-6B hdratado!

1
Eaubbraas: Trs-=Ci 68 mM + qucers 30% Wy =
\«IgC‘ SmM - MET B =M oH 7 )

I

Y
Lavade: Tamoer de eguitbrade

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD -—

Easteraay y Castergay, 1974]

-t

i
1

ziucion: Tampor de iavado + ADE W mM - D T mY

!

%
1

EXTRACTO ENZIMATICO PURIFICADO

E£squena 7; Proteso de purificazion de la piruvataquinasa,
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EXTRACT) ENZIMATICO CALDO

/ Bhe Sepharose CL-68 (hrratadol

'

! Equilibraca: tampan fosfato 50 mM + ghicerot 20% V) +
MET 5 mM + FoP 0.2 mM, o 8)

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD - - '
Ebberink, 1980) i Y
! Lavado: Tameon fostato S50mM + giceral 20% Wi +
I MET SoM, pH 8)
. , Eiucion: Tampon de favaao + ADP S mM
’ |
\\‘
AN
i
| |
# C Suerose 2FALC
'
CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN 6EL e - — & | Zauikbrags Tameen tasiaig SO M e gucern 20 N i -
\ | MET 3 M, ph 8
Ly
i Elucion Tampen de amibnrage
| .
|
E
|

EXTRACTO ENZIMATICO PLRIFICADO

Esquesa §,- Froceso de purificacion de la fosfofructoquinasa,

Y Equipo de cromatografia 2n fase ligquida para separacion rapida da oroteinas,
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I1.2.8. ELECTROFORESISE EN GELES DE POLIACRILAMIDA.
A. - Condiciones no desnaturalizantes.

Se realizé segun el método de Davis (1964>., Se
prepara el gel de separacién 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 afilade 1 ml del gel de acumu-

lacién en cada tubo.

La cantidad de muestra aplicada a cada tubo
depende del numero de proteinas presentes; si hay pocos
componentes (extracto purificado’) es de 1 a 20 pug de
proteina, mientras que si es crudo se pueden aplicar por
encima de 200 ug. A la muestra se le aflade glicerol (5%
v/v) y azul de bromofenol <(0,001%) como referencla de

migracién.

Las camaras superior e inferior ds la cubeta se
llenan de tampén Tris glicina 0,15 M, pH 8,3. La elec-
troforesis se lleva a cabo en céamara fria 4°C) a una

intensidad de corriente de 2-3 mA por tubo.
B.- Condiciones desnaturalizantes.

las electroforesis en presencla de SDS se han
llevado a cabo siguiendo el nétodo de Laemmli (1970) caon

geles verticales en placas de vidrio.

Para 1la electroforesis discontinua en gradients
lineal, el gel separador =se compone de un gradiente
entre el 5 v el 15% de acrilamida <on SDS (0,1%> y para
la electroforesis discontinua a una concentracién fija
de acrilamida se wusé al 7,%% en presencia de 3DS

(0, 1%>.

55



En amnbos casos, se ha utilizado un gel
concentrante al 3% de acrilamida con SDS (0, 1%>. Las
cAmaras superior e inferior se llenan con la solucién

tampén Tris glicina 0,19 M, pH 8,3 con SDS (1%).

Las muestras se diluyen al 50% con tampén Tris-
HC1 0,12 M pH 6,8 conteniendo SDS (3%), glicercl <(10%),
MET (15%) y azul de bromofenol (0,0025%) y se hierven
durante 2 minutos. Se aplican 5-20 ug de proteina en

cada poclillo,.

La electroforesis se 1lleva a cabo manteniendo

constante el voltaje (200 V) y la temperatura (10°C).
C.—- Tincién de los geles.

Se elimina el exceso de SDS de los geles lavando
ccn Acido acético al 7% y despues se tiflen durante 6
horas con wuna disolucién de Azul de Coomassie R-250
(0,08%>, metanol (25%) y acidoc acético (10%). Posterior-
mente, se lavan con agua desiilada y se mantienen en una
solucidén decolcrante f(acldo acético 10% y metanol 25%)

durante al menos 12 horas.
I1.2.9. DETERMINACIOSN DEL PESO MOLECULAR.

A.- Mediante electroforesis en gel en condiciones

desnaturalizantes.

Para la elaboracién de la curva de <calibrado, conmo
proteinas marcadoras de pesc molecular conocido se han
empleado: fosforilasa b (94,0000, sercalbimina bovina
87,000, ovoalbimina {43.000>, anhidrasa carbsnica
(30.00C>, iInhibldor de +tripsina <(Z20.000> y o lactoal-
bamina <(14.000>.
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B.- Mediante columma de filtraciono en gel.

El peso molecular de 1l1la proteina nativa fue
determinado en una columna de Sephacryl 5-300, preparada

segin se indica en el apartadao I1.2.7.

Previo al pasoc de los patrones de referencia se
determiné el volumen de exclusién y total de la columna.
Las proteinas patron utilizadas fueron: Albdamina
(67.000>; aldolasa (158.000); catalasa (232.000>; ferri-
tina <(440.000> y tiroglaobulina <(669.000>. Se aplica un
volumen de 2 ml utilizande para su dilucléon el mismoc
tampén de equilibrade. Leos volimenes de elucidén de cada
una de =llas se ogbtuvieron espectirofotométricamente a

280 nm.

Una wvez eluidas las proteinas patrones vy sin
modificar las condiciones de la columna se introduce la

enzima ¥y se determina su actividad en el eluatc.
I1.2.10 VALORACION DE DATGS.

El tratamiento estadisticoc de los valores experi-
mentales obtenidos se ha realizado nedliante &l célculs
de la media aritmética (X)), la desviacién tipica (&) y
el coeficiliente de variacién (. V.). Las rectas se han
ajustado mediante un programa informéticc de ajdste de
rectas por regreslién lineal que utiliza el método de los
minimos cuadrados, calculando en cada ajuste el
coeficlaente de regresién y desechando aquellas z2justes

que presentaban un valor inferior a 0.97.

En aquellecs casos en que fue necesaria una
comparacién se calculéd la significancia estadigtica por
la distribucién de Student, que es una correccidn de la

distribucisn normal de frecuencias para pequefios
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muestreos (Segel, 1970>. Con el calculo de ia "t" de
Student para las distintas probabilidades, evaluamos la
mayor o menor probabilidad de que la diferencia de un

resultado con otro sea 0 no estadisticamente signifi-

cativa.
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RESUILLTADOS.



II1. RESULTADOS: DETERMINACION DE METABOLITGS.

I11.1 DETERMINACI&SE DE LA CONCERTRACIGEN INTRACELULAR DE
METABOLITOS.

Se han determinado las concentraciones intracelu-
lares de algunos metébolitos relacionados con la ruta
glicolitica. Los extractos fueron obtenidos sagun se
describe en el apartado II.2.1.A. y para la determina-
cién de su concentracién se siguieron los métcdos
seflalados en el apartado IT.2.1.B. Los resultados
obtenidos, expresados en pmoles/g de tejido humedo, se

reflejan en las tablas I y II.

A partir de 1los wvalores encontrados para 1los
nucleétidos de adenina, determinamos la carga energetica
celular, aplicando la expresién descrita por Atkinscon y

Walton (1G667>:

¥ ADP + ATP
AMP + ADP + ATP

encontrandose un valor de 0,84,

Se determiné también el coclente FOP/F-1,86-P. para
comprobar sl la reaccion catalizada por esta PFK es una
etapa limitante en la velocldad glicclitica. EI1 “valor
obtenido fue de 2,15,

Las concentraciones determinadas se wutilizan en
expaerimentos posteriores para intentar aproximar lo mas
posible los estudios cinéticos "in vitro" a 1lo gque

podria suceder "in vivao®
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Tabla [.- Concemtraciones intracelulares de algunos wmetabolitos intermediarios de la ruta

glizolitica y nucledtidos de adenina en tejido fresco ,

Contentracidén

Netabolito, {pmoles/g x 10%)
§lucosa 2948t 0,8
Glucosa 6§ fosfato §2,00 ¢ 3,5
Fructosa & fosfate §58¢ 10
Fructosa 1,5 bifosfate 2,7+ 03
Tricsas fosfato 3,71<0,1
Fosfoenolpiruvato 57+ 1
Piruvato 52 ¢
AT? 275,0 ¢ 33,0
Ad? 0 10
NP 12,68 2,0

Tabla [[,- Concentraciones intracelulares de algunos metabolitos descritos como efectores de la

piruvatoquinasa y fosfofruclogquinasa en tejido fresco,

Concentracién

Metabolito {ymoles/q x 10%)
Fructosa 2,6 bifosfato t 29.0: 30

Fosfato de greatima KYAIIE SR

Citrate 88,1 & 189

Amania 330,0 £ 86,0

Magnesia 2433 0 ¢ 86 4

Fenilalanina 86t 05

Alanina 250¢ 3,0

1 /g x 102
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IV. RESULTADOS: PIRUVATOQUIEASA.

IV.1. ESTUDIGCS PRELIMINARES DE LA ENZINA.

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 éptimas de mantenimiento, aislamiento ¥y
purificacién de la enzima y comparar pasteriormente los
resultados obtenidos con observados c¢on la enzima puri-

ficada.

IV.1.1., EXPLORACIASN DE PIRUVATOQUINASA EN DIVERSOS
ORGANOS DE LUBIENA.

Con el fin de conocer cu&l es el érgano o tejido
de mayor actividad piruvatoquinasica de la 1lubina, se
estimo su actividad especifica en musculo, cQrazon,
higade ¥ rifidn, en las condiciones estandar de ensayo,

segun se describe en el apartade II.Z2.3.

El tejido en el que se encontré mayor actividad
especifica fue el miésculo (3,8 Ul/mg), alcanzando sélo
el 12% de este valor la enzima de corazdén, la de higado
un 2% y la de rifién un 1,1%.

’

IV.1.2. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LA ENZIMA.

A.—- Estabilidad enzimAatica.

Los experimentos se realizaron segin se indica en
el apartado I11.2.5.A. Los resultados mostraron una
ligera inhibicion de la actividad enzimatica a
concentraciones superiores a 1 mM de EDTA y © mM de MET,
no viéndose afectada por las distintas concentraciones

de glicerol.
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Se estudié la estabilidad de la enzima respecto al
tiempc y a las temperaturas de 4°y =-20°C segin se
describe en el apartado II1.2.5.A. A la temperatura de 4°
C, observamos una pérdida de actividad bastante acusada
respecto al tiempo en presencia de MET y EDTA a
cualquiera de las concentraciones ensayadas, mayor a la
observada cuando se mantiene en ausencia de estos
compuestos. El1 glicernl 30% <(v/v> par el contrario
establliza 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 EDTA ¥
MET, en las concentraciones seflaladas en el apartado
I1.2.5.A., es mnenos acusado y se observa en tocdos los
casos y en funcidén del tiempo una ligera disminucién de
la actividad enzimAtlica respecto al control. El glicerol
30% (v/w actiéa como estabilizante neto para todos los
periodos de tiempo ensayados y mantiene el ©90% de 1a

actividad después de 1638 h.

Por ello en el medio de extraccién se utilizsd
siempre glicerol al 30% <((v/v) y los extractos se
mantienen congeladas a -20°C hasta el momento de su

utilizacisn.

B.-Influencia del pH.

El efecto del pH sobre la actividad enzimatica se
muestra en la figura lA. Se determinaron las actiwvadades
a una temperatura de 22°C y a diferentes valores de pH
(4,5-11>, segin el método deserito en el apartado
I1.2.5.B. Se obtserva un maximec de actividad {100%> a pH
7,4 con tampén Tris maleico. A este mismo pH, <on tampen
Tris-HCl se observe tan solo una actividad del 80%. A
partir del maximo se contempla una disminucidon acusada y

simétrica en ambas zonas de la curva, Aclda y bhasica.
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La influencia que pueden tener las distintas
concentraciones de hidrogeniones sobre la estabilidad de
la piruvatogulnasa se determiné segun se describe en el
apartado II1.2.5.B. Los resultados obtenidos (figura 1BD
indican que 1a PK, mantenida durante 15 minutos a 22°C,
conserva el 100% de actividad en un rango de pH de 7 a 9
y mantiene mAs del %0% de actividad en el intervalo de
pH entre 5 y 10,5,

% Actividad
B
L

Figura 1.- Influencia del pH (A) sobre la actividad enzimdbtica y (B) sobre lz astadilidad
enzindtica,,

o 1. Aretalo,

~ T, Tris-maleico,

o T, Trig-HCL,

BT Glicing,

C.~Influencia de la temperatura.

El efecto de la temperatura sobre la velaocidad de

la reaccién catalizada por la plruvatoquinasa se observa
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% Actividad

3.5 (/T
T i
a0 nTeCe
10 1
-
-
)
w
-~
»
o
B .
<
ae
-5 s % TC

Figura 2.- Influencia de la temperatura (A) sobre la actividad enzindtica (Rapresentacibn de
Archenius) y (B) sobre la estabilidad enzindlica
@ Control,
| Siicerol al 30% (v/v)
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en la figura 2A. La actividad enzimAtica aumenta
progresivamente hasta adquirir un valor maximo a 50° C,
a partir del cual desciende bruscamente para anularse a
70°* C. De la representacién de Arrhenius se ha obtenido
un valor de Ea de 27 Kj/mol. El valor del coeficiente de
temperatura, Qi», en el intervalo de 5° a 50° C es de

1,4 £ 0,1,

Los resultados del estudio de la influenclia de la
temperatura sobre la estabililidad enzimAtica se observan
en la figura 2B. La enzima conserva el 100% de la
actividad, a pH 7,4 en tanmpén Tris maleico, en el
intervalo de temperaturas de -20 a 50°C en presencia de
glicerel 30% <(v/v)> y entre -20 a 10°C en ausencia del
mismo. En ambos casos a partir del maximo la actividad

descilende bruscamente, siendoc nula a §0°C.

IV.1.3. PROPIEDADES CINEATICAS 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 determind la actividad enzimatica a distintas
concentraciones de los mismos, realizandose los ensayos
a pH 7,4 <(valor al que se alcanza el mAximo de activi-

dad> y 22°C (que se considera la temperatura éptima para

la fisioclogia del animal).

En la filigura 3 se muestran las curvas ds
saturaclidn para ambos sustratos: fosfoenolpiruvato (PEPD
y ADP. En los dos casos se observa una cinética de tipo

hiperbsélico.

Para el sustrato PEP 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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‘Actividad (UI/ml)

caso del ADP la saturacién se produce a concentraciones
mayores de sustrato (2 mM); el valor del coeficlente de
Hill es de 1,13 = 0,17 y el de la Km de 0,33 = 0,07 mM.

0,4 0,8 1,2 2,0 M
Figura 3.- Infiuyencia de la toncentracién de sustratos, Represeniacidn de Hill inseria,
s AQP
* PEP
B.~ Modulacién de la piruvatoquinasa.
a.~ Influencia del pH: Con el fin de comprdbar sl

la PK de misculec de lubina estd sometida a regulacién
debldo a la wvariacién del pH, se realizaron los mismos
experinentcs que en el apartado anterior pero a pH 6,8
(mds cercano al fisiclégico’, no observandose ninguna
variacisén en los paradmetros cilinéticeos respecto a ambas

sustratos (PEFP y ADP>.

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

mos ectotermos, lag varlaciones de temperatura del
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hAbitat pueden dar lugar a modificaclcones en las
propiedades cinéticas y reguladoras de las enzimas y emn
el metabolismo general, como comentamos en el apartado
I.4. Debldo 2 esto se estudidé el comportamientoc de la
enzima respecto a sus sustratos a tres temperaturas:
10*C <(temperatura minima del bhabitat), 15°C (media) ¥
22°C (superiar’, manteniendo el pH a 7,4 que es el de
maxima actividad, ya que sus parémetros clinéticos no se

veian afectados por el cambioc a pH ma&s fisioclégilico.

No se observd termorregulacién aparente para
ninguno de los sustratos. Respecto al PEP tan solo se
observa un ligeroc aumento de la cocperatividad a las
temperaturas mads bajas (h = 1,30 £ 0,03, sin embargo la

afinidad de la enzima no se modifico.

c. - Influencia de diferentes efectores. Se
probaron sobre ambos sustratos (PEP y ADP?> a concentra-
clcones de saturaciéon (1 y 2 mM respectivamente? y en
puntos intermedios 0,2 y 0,8 mM los siguientes
efectores : fructosa 1,6 bifasfato ¢0,01; 0,1 y 1 mM>,
fenilalanina <¢(iI mM), fosfato de creatina (0,2 y 1 mM>,
alanina <0,% a 10 mM>, ATP (0,2 a 10 mM>, glucosa 1,5
bifosfato (0,01; ©¢,1 y 1 mM> y fructosa 2,6 bilfosfatc
<0,01; 0,05; 0,1 v 1 mM>

A diferencia de lo encontrado en higado c'ie esta
misma especie <(Fideu y col., 1986) y ogtros tejidos de
peces (Gaitan vy <ol., 1983) no se observd efecto con
ningunc de los moduladores, en experimentos realizados
en extracto «<rudo <on excepclén de F-2,&€-P=. En 1la
figura 4 s& observa el comportamiento cinégtico d= 1la
piruvatoquinasa respecto al PEP, en presencia y ausencia
de 0,1 mM de F-2,6-P= (que es la menor concentracisn que
produce efecto sobre extracto crudod, La F-2,8-P= se

comporta como un efector positivo con un porcentaje de
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activacidén de G39% = 10 en todos los puntos aungue no
varian significativamente los parametros cinéticos con

respecto a los del control ¢h = 0,96 £ 0,11; Km = 0,15 =

0,1>.

1-6-1

12
5 .
oy ¢
3
w
-]
= 8
3
'~
4=
Q
P

4

0,4 0,8 1,2  PEP oM

Figura 4.~ Efecto de la F-2,6-P2 en el conportaniento cindbico (extracto crudo), Represeniatién

de ¥ill inserta,
@{ontrol (PEP),
O+t F-2.6-P2 (0,7 oM},
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IV.2. PURIFICACION E INVESTIGACIGN DE FORMAS ENZIMATICAS.
IV.2.1. TRATAMIENTO TERMICO.

Se realizé en las condiciones i1ndicadas en el
apartado II.2.7.A. a 50'C de temperatura y en presencla
de glicerol 30% (v/v), ya que en estas condicicnes no
hay practicamente pérdida de la actividad piruvatoqui-
nasa y s{ existe. una desnaturalizacién de otras proe-
teinas presentes en el extracto, obteniendose una

purificacién de dos veces con un rendimiento del 27%.

Otros tratamientos prevics probados fueron: la
precipitacién con sulfatc aménico (con un rendimiento vy
un factor de purificacién de 98% y 1,5 respectivamente>
y precipitacién con polietilenglicol (con un rendimiento
del 40% y una purificacién de sola 1,2 veces). Estos
procesos no se utillizaron posteriormente ya gque se
obtenia una menor purificacién y en el caso del PEG

ademés un bajo rendimiento.

IV.2.2. CROMATOGRAFfA DE FILTRACION EN GEL (SEPHACRYL
5-300).,

Se utilizaron los pardmetrcs aperatorios descritos
en el apartado I1.2.7. El perfil de elucién pone de
manifiesto un solo pico de actividad piruvatoquinasica
(figura 5A). El grado de purificacién y rendimiento del
proceso, referideos a la fraccison de maxima actividad 50N
de 16 y 50% respectivamente <(Tabla III>. 21 no =e
realiza el tratamiento térmico el rendimientoc mejora
(60%> pero el factor de purificacisn obtenido es solo de

10 veces.
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IV.2.3. CROMATOGRAF{A DE AFINIDAD (BLUE SEPHAROSE CL-6B)

Se utilizaron los parAmetros operatorios seflalados
en el apartado II.2.7. En el perfil del eluido (figura
5B> se puede observar un so0lo pico de actividad, que
eluye cuando ha pasado aproximadamente un volumen de
tampén 1igual al volumen de lecho. El grado de
purificacién y el rendimiento de este pasc es de S0 vy
50% respectivamente. 31 nc se realiza ningun pasoc previo
el rendimiento es del 90% pero 2l factor de purificacion

obtenido es sclo de 10 veces.

Tabla [II - Proceso de purificacidén de la piruvatoquinasa .

Etapa de purificacida Actividad Proteinas AEE, Factor de Rendiniento.
Wi/al) (ag/al) (Ui/ng)  purificacién %)
Homogeneizado 9,36 2,50 3.8 —=—- 10¢
Trataniento térmico 3,46 T, 220 7,1 2 97
Sephacryl $-300 1,30 0,022 60,0 16 g0
Blue Sepharose (L-68 1,70 0,008 180,0 50 ‘ 50

70



:/ \
A / - 2
’I
/M /o
]
" \ o ” !
0,10 1 SN ;
E I, \ ;' I" i
’l \‘ / / %
g / \ ,’ A . 1
/ \J o \
O: l’ \
e 0,05 | ] N
. ; "
/ .
/ -
40 80 120 160
V mb
™
8 &
:u
0,05 - a
g g
S A E
[}
=] ;; 3 .
1) -~
I
FA
VA
20
- lavadc __

Figuts § - Perfiles cromatogréficos de la purificacién de piruvatoguinasa,
{ —actividad enzindtica; --- proteina)
A~ Sephacryl $-300,
B.- Blue Sepharose CL-68,

71

(Te/IN) peptarzoy



IV.2. 4. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILANMIDA.

La preparacién de los geles de electrofcoresis y la
técnica utilizada se realizé segin se describe en el
apartado 1I1.2.8.A, utilizando muestras, tanto de extrac-
te crudo, como de extractos procedentes de los diferen-
tes pascs de la purificacién. En la figura <(fotografia
1> se muestra el desarrcllo electroforético del eluido
de la cromatografia de afinidad, dcnde se observa sélo

una banda.

Meghy par e

Fotografia 1 - Desarrollo electrofordtico en gel de poliacrilamida de la piruvatoquinasa

(fraccidn con actividad obtenida por cromatografia en Blue Sepharose CL-6B).
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log Pm

6,0 7

5,9 1

IV.2.95. DETERNINACI&N DEL PESU MOLECULAR.

La determinacién del peso molecular de la
pliruvatoquinasa de misculo de lubina se llevé a cabo en
una columna de Sephacryl S-300 segin el método descrito
en el apartado II.2.9.B. Al interpolar el wvolumen de
eluclién de la piruvatoquinasa en la curva patrén, se
ocbtiene un wvalor para la enzima nativa de 580.00C =
20.000 daltons. (figura 6.

TROGLOBULINA

FERRITINA
PIRUVATOQUINAS

CATALASA

LLDOLASA

AN
L )

L

60 120 160
V elucidn (ml)

Figura &,- Curva de calibrado para la determinacidn del peso aclecular de la PK de aGszule de
lubina en Sephatryl 5-30G,
Proteinas palrén; Albumina (67.000), Aldolasa (158,000), Catalasa (232,000}, Ferriting (443 009
y Tireglabulina (569.000),
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IV.3. ESTUDIC DEL CONFORTAMIENTO CINETICO 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 CORCENTRACION DE SUSTRATO SOBRE
LA ACTIVIPAD DE LA PIRUVATOQUINASA.

A.- Fosfoenopiruvato.

En la figura 7A se muestra la curva de saturacién
por PEP ensayada a 22° C y pH 7,4. En la representacidn
directa se observa un comportamienic sigmoidal para eszte
sustrato, con un coeficiente de Hill de 1,88 x= 0,18 vy
con una So.s de 0,33 £ 0,06 mM, Estos resultados indican
una <ooperatividad positiva en 1la wunién del sustrato
PEP, que se confirmé can la representacién de Linewsa-

ver—Burk.
B.~ ADP.

Los resultados que se muestran en la figura 7B
evidencian una <clara cinética bhiperbslica para este

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

—

representacion de Lineweaver-Burk da un linea recta v e

i)

coeficiente de Hill estimado es de aproximadamentes 1
unidad «¢1,1 £ 0,1, El wvalor de la Km estimadg es 0,31 =

0,06 mM, muy similar al encontrado con extracto crudo.
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Figura 7.- I[nfluencia de la concentracidn de susiralo sobre la actividad de piruvatoguiniss
purificada, Represantacidn de Hill insarta,
* AP,
@ PEP,
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1V.3.2. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE EL COMPORTA-
MIENTO CINETICO DE LA PIRUVATOQUINASA.

Como vya hemos indicado, 1la temperatura en esta
clase de organismos puede actuar como un regulador de
las actividades enzimaticas. Por ello se determiné su
posible efecto sobre la piruvatoqulinasa respecto a sus
dos sustratos. Los experimentos se llevaron a cabo a
¢cinco temperaturas diferentes: 5 y 27°C (como temperatu-
ras extremas del habitat de la lubinad y 10, 15 y 22°C
(como temperaturas baja, media y alta de las normales

del habitat).

En la figura 8 se muestra la wvariliacién de 1los
paradmetros cinéticos (h y Seo.s) respecto al PEP, a las
distintas temperaturas ensayadas. En todos los casos se
conserva la cinética sigmgidal ya gque los valores del
coeficiente de Hill se mantienen por encima de la
unidad., Se observa que a los valores extremocs, existe
una menor cooperatividad 1,4 + 0,27 que en las
temperaturas normaies del héabltat; vy en estas aumenta
hasta un maximo 2,3 % 0,3> correspondiente a 15°C
(temperatura media?. Los valores correspondientes a 10 y

22°C son 2,1 = 0,19 ¥ 1,88 = 0,18 respectivamente.

Se refleja también en la figura 8, que la afinidad
varia poco entre 5 y 15°'C con wun valor dé So, s
aproxXimadamente de 0,4 mM (0,4 x 0,03; 0,34 £+ 0,05 vy
0,44 £ 0,09 mM para 5, 10 y 15°C) y luego aumenta lige-
ramente al aumentar la temperatura. Los valores
correspondientes a 22 y 27°C son 0,33 £ 0,08 yv 0,18 =
0,04 mM respectivamente.

Respecto al ADP, el otro sustrato de l1a enzima, no

se ha observado tftermorregulacién alguna, ni a las

temperaturas normales del habitat ni a las extremas.
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Figura 8,- Influencia de la teaperatura en las pardsetres cinéticos de PK raspecto al PEP,
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Iv.3.2. INFLUENCIA DEL pH SOBRE EL COMPORTAMIENTO CINE-
TICO DE LA PK.

Para comprobar si la piruvatoquinasa de misculo de
lubina esta sometida a regulacidédn por la wvariacidn del
pH, se realizaron 1los mnismos experimentos gque en el

apartado IV.3.1. a un pH de 6,8 <(fisiolégico’.

En la tabla V se recogen las parametros cinéticos
(coeficiente de Hill y Se.s) a los dos pHs (5,8 y 7,47,
de la piruvatoquinasa respecto al PEP y a 22°C de
temperatura. A pH 6,8 no se observa un cambio clarcen la
cooperatividad, aungque disminuye un pocc el coeficiente
de Hill, sin enbargo, en relacién con la afinidad s=
observa un gran aumento; reducléndose la So.s casl a la
mitad. Respectc al ADP no se ha observado variacicn en

sus parametros cinéticos al variar el pH.
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Tabla [V,- Efecto del pH sobre el comportaniento cinético de la PX respecto al PEP,

pH h So.s

5,8  1,67:0,30 0,1 80,03
74 1,880,018 0,33 0,06

IV. 4. MODULADORES ALOSTSRICOS: ESTUDIO DE SU EFECTO
SOBRE LA ACTIVIDAD PK RESPECTO AL PEP.

IV.4.1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIGN DE EFECTORES
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PIRUVATOQUINASA.

La piruvatogquinasa estad descrita como una enzima
alostérica capaz de responder a una serlie de metabolitocs
tal como se indicdé el apartadc I1.5. Con objeta de
caracterizar las propledades reguladoras de la enzima en
misculo de lubina y <ompararlas con las de la enzima de
otros origenes, se ha determinado el efectc que podian
tener los moduladores citados en el apartado II1.2.1.EB
sobre la actividad de l1a pilruvatoguinasa, a dos
concentracliones fijas de PEP (0,4 v 1 mM). Respecto al
otro sustrato (ADP) no se observéd modulacién por ninguno

de los efectores probados.

Los experimentos cuyos resultadcs se describsn  a
continuacidén fueron realizados a pH 7.4 vy 22°C. 5510
mostraron efectec l1a fructosa 1,6 bifosfato v la fructo-
sa 2,6 bifosfato, la fenilalanina y la fosfocreatina.
Los resultadcs de la 1influencla de 3u concentracién

o~

sobre la actividad de PK se muestran en la figura %. 2=

)

comprobdé que la concentracidén de proteina en un rango de
2% a 750 pg/ml, no afectaba al comportamiento de la

enzima, ni al efecto de los moduladores scobre ella.
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La F-1,6-Pz vy 'la F-2,6-Pz se compecrtarcn c<omo
efectores positives. La activacién es patente a las
concentraciones fisiolégicas y va aumentando hasta
llegar a un maximo al concentracién de 1 mM en la prime-—

ra y de 0,1 mM para la segunda.

La fenilalanina y la fosfocreatina se comportaron
como efectores negativos. A concentraciones fisiologicas

presentan inhibilicidén del 10 y del 50% respectivamente.

A la vista de estos resultados se procedis a
caracterizar c¢inéticamente el efecto de la F-1,6-P= y la
F-2,6-P= conmo activadores v de fenilalanina vy
fosfocreatina como inhibldores. En estos experimentos se
usd la fructosa 1,6 blfosfato a concentracién
fisiolégica, sin embargo, los demAs se ensayaron a con-
centraciones diferentes a la intracelular. La concentra-
clén fisiolégica de la F-2,6-P=2 vy la fenilalanina es muy
baja (Tabla I1> ¥ su influencia en la actividad
plruvatoquinasica, en las «condiclones experimentales
empleadas poOr nosotros, es cpequefla, por lo que =e
prefiridé utilizar concentraciones mias elevadas que nos
permitieran observar 1los efectos conjuntos con mayor
fiabilidad, una vez comprobade que los parametros
cineticos no eran modificados por la concentracién.
Debido a que la cantidad de fosfocreatina en la célula
es muy variable y para algunos autcres sus efectos se
conslderan un artefacto de la experimentacién, se
utilizé una concentracién menor a la intracelular (al
ser esta elevada) para conmprobar quz estos efectos de
regulacién de la enzima y su interrelacidn con otros
compuestos sSe deben solo al fosfato de creatina. La in-
fluencia de =ste compuesto s muy Importante ya gque esta
piruvatoguinasa, al contraric de 1o cgue se describe en
la literatura, segun se sefiald en el apartado 1.4, noc se

inhibe por ATPF.
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Figura 9,- Influencia de [a concentracién de efectores sobre la actividad PK. (—1 aN y
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B,- Inhibidores [gfenilalanina,

M fosfocreatina,
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IV.4.2. ACTIVADORES

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

En la figura 10 se muestra el efecto de F-1,6-P=
sobre el comportamiento c¢inético de la PK. Actaa
basicamente disminuyendo el coeficiente de Hill a 1,3 %
0,17 pero sin modificar la afinidad de la enzima (So.s =
0,33 % 0,03 mM> y aumentando la Vmax un 14C% = Z22.

4 -
~ [ !
2 ) 1
-4
~ 3
E. N
=) (V/N~)
- 2 4
'g J. 1 L L /
o k4 T
>
e
P
Q
[ 1 1 /
s
0,4 0,8 1,2 PEP mM

Figura 10~ Efarto de la F-t 6-P2 sobre el comportamiento cinético de PX respecto al PéP.
Represeantacién de Hill inseria,
® Control,
Ay g-p (001 aMy,

Con objeto de profundizar en la termorregulacidn vy
siendo la F-1,6-P2> el mis caracteristico efector de 1la
PK de misculo en peces, se estudiso la variacidn d= su

influencia en funcién de la temperatura. Se realizaron
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los mismos experimentos gque en el apartado IV.3.2. pero

en presencia de F-1,6~Pz.

En la figura 11 se puede observar que a todas las
temperaturas ensayadas la F-1,6-Pz mantiene su efecto
activader y la disminucién de la cooperatividad can
respecto al control. Esta disminucién es mAs apreciable
a las temperaturas normales del habitat d(figura 11A>. El
porcentaje de activacién sobre la Vmax varia tamblén con
la temperatura, se mantiene un alto porcentaje a 15 y
22°C, que disminuye drasticamente a las temperaturas
extremas de 5 y 27*C <(figura 11C>. La afinidad en
presencla de F-1,6-F= con respecto al control practica-
mente no wvaria con la temperatura (figura 11B> aungue

aumenta a 5°C y disminuye a 27°C ligeramente.

En presencia de F-1,6-P=, hay menor termorregula-
clén ya que los parémetros cinéticos varian en una menor
proporcidén que en ausencla de la misma. Para facilitar
su comparacién, los parédmetros cinéticos en presencia vy

ausencia de F-1,6-F=, se han incluido en la tabla V.

Tahla V.- Influencia de la tewperaiura sobre el efecto de la fructosa 1,6 bifosfals,

Tenperatura {entrol + F-1,6-P2 fActivacién

h Sa.s h So.s
5* 1,410, 23 0,4£0,03 1,310, 14 0,2£0,06 15
g 2,1¢0,13 0,4£0,08 1,380,13 0,3:0.10 120
15" 2380, 30 0,4£2,08 1,389, 20 0,5:0,08 15¢
22! 1,940,18 0,3:9,06 1,30,07 0,3t0,03 140

2 1,4£0,29 0,2¢0,04 1,2£0,09 0,380,170 50
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Figura 11,- Influencia de la temperatura sobre el efeclo de F-1 6-P2,

( @) Control y ( A) ¢ F-1 6-P2,
A.- Activacidn,

B.- Coeficiente de Hill,

L.~ S5,

Con el fin de investigar si el efecto de la F-1,%-
P= varlaba <con el pH se realizaron experimentos
semejantes a los descritos en el apartado IV.3.3 en
presencla de este activador. A pH fisiologico (& &Y ==
comporta practicamente igual que a 7.4 disminuyendo un
poco la cooperatividad y sin afectar a 1la afinidad
(Tabla VI). La presencia de E-1,6-Fz no modifica la

alteraciones producidas por el propio cambio de pH.
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Tabla YI,- Influencia del pH sobre ol afecto de fa fructosa 1,6 bifosfals,

pH Cantrol + Fel B-P2 fActivacién
h So.s h So.s

6,8 1,5740, 30 0,18£0,03 1,23:0,20  0,2140,04 80

1.4 1,8810,18 0,3320,06 1,330,007 0,33£0,06 140

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

En la figura 12 se muestra el comportamiento de la
F-2,6~Pz sobre la cinética de la PK a pH 7,4 y 22° C. Se
puede observar que se comporta como activador con un
porcentaje de activacién de 30% = 34, bastante inferior
al anteriormente citado. Al i1gual gque 1la F-1,6-P=z,
disminuye la cooperatividad positiva hasta obtener un
valor del coeficiente de Hill de 1,36 + 0,07 pero sin
afectar a la afinidad (So.s = 0,33 = 0,06 mM>.

Con el fin de determinar el efecto del pH sobre la
activacién de la F-2,6-Pz se realizaron experimentos
simllares a los descritos en el apartadeo IV.3.3 en
presencia de dicho activador. La variacion de pH de 7.4
a 6,8 en presencia de F-2,6~P2 produce una modificacién
en los pardmetros cinéticos semejante a la encontrada en
su ausencila, disminuyendo el coeficiente de Hill v
aumentando la afinidad. Los resultados se expresan en la

tabla VII.
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Figura 12,- Efecto de la F-2,6-P2 sobre el comportanmiento cindtico de la piruvatoquinasa,
Representacién de Hill inserta,
® Control,
O+ F-2,6-P2 0,1 o,

Tabla VIl,- Influencia del pH sobre el efecto de la fructosa 2,6 bifosfato,

pH Control + F-26-F2 $Activacién
h So.s h So.s

6.8 1,5740,30 0,18:0,03 1,05¢0,07 0,719:0,01 45

7,4 1,88£0,18 0,33£0,06 1,350 97 0,3040, 06 3
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C.~ Bfecto conjunto de las dos hexosas.

Con el ©propésito de comprobar gqué tipo de
activacidén produciria el efecto <onjunto de los dos
moduladores se realizaron experimentos de dos formas:
1.- Adicién de F-1,6-Pz y posteriormente de F-2,6-Pz y
2.- Adicién primero de F-2,6-P= y a continuvacién de
F-1,6-P=. En ambos casos al afiadir el segundo activador
se observé un comportamiento aditivo de los efectos. Los
dos experimentos mostraban c¢inéticas de tipo hiperbélico
duplicandose la afinidad, lo que no se alcanza con

ninguno de lcos dos activadores independientemente.

Un resumen de los paréametros cinéticos se muestra
en la tabla VII. El porcentaje de activacién final
alcanzado es el mismo aungque se altere el orden de
adicién (172% £+ 20 sobre el ccntrol?). Como ejemplo se
muestra la figura 13, en la que se ha afiadido en primer

lugar F-2,6-Pz2 y después F-1,6-P=

Tabla VI1,- Efecto de los activadores (F-1,6-Pz y F-2,6-P2) sobre la actividad PX,

h So.5

PEP 1,8840,18 0,330,06
PEP + F-2,6-P2 1,3640,07 0,3020,06
PEP + F-2,6-P2 + F-1,6-F2 0,9246,07 0,15£0,05
PEP + F-1,6-P2. 1,3310,07 0,330,03
PEP + F-1,6-P + F-2,6-F2 1,1540,05 0,1580,05
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Figura 13.- Efecto conjunto de las dos hexosas bifosforiladas sebre el towportimianto cindtico
de la piruvatoquinasa, Representacidn de Hill inseria,
@ Conirol,
O+ F-2,6-P2 (0,1 al),
Ayrg 6Py (0,1 M) ¢+ F-1,6-P2 (0,01 W3,

IV.4.3. INHIBIDORES.
A.— Efecto de la fenilalanina.

El mecanismo cinético de inhibicidn se ha inves-—
tigado estudiando su efectoc, a un concentracion de 1 mM,

sobre la curva de saturacién por PEP. En la figura 14 se
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Figura 14.- Efecto de la fenilalanina sobre el comportaniento cinético de la piruvatoqginasa,
Representacién del Mill inserta,
@ Control,
O+ Phe | aM,
At phe | aN ¢ F-1 6-P2 0,01 a¥
O +Phe ! all + F-2,6-P2 0,1 o,
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observa una disminucién de la Vmax del 25%, aumento de
la cooperatividad positiva (h = 2,24 £ 0,12) y no varia
practicamente la afinidad (Se.s = 0,28 £ 0,05 mM.
Mediante la representacién de Dixon se observa (figura

15A%1la inhibicién es acompetitiva total.

La F-1,6-P= (figura 14> elimina el efecto
inhibidor, siendo capaz de manifestar una activacién
media del 75% £ 24 respecto al cantrol. El coeficiliente
de Hill disminuye a 1,43 % 0,17 y la So.s no varia (0,3
+ 0,06 mM). Por el contrario la F-2,6-Pz2 elimina el
efecto inhibidor pero sin sobrepasar el control ¥y

mantiene los parametros éste (figura 140,
B.- Efecto de la fosfocreatina,

La inhibicidén producida por una coacentracion de
0,9 mM sobre la piruvatocquinasa respectc al PEP se
miestra en la figura 16. Se observa una disminucidn de
la Vmax de un 40%, aumentc del coeficiente de HiIll <(h =
2,37 £ 0,2 y no hay wvarlaciséon de la afinidad (Se.,s =
0,31 £ 0,06 mM>). Por medio de la representacién de Dixon
se ha determinado (Fig. 15B) gque el tipo de 1inhibicién
es competitiva total ccn una Ki de 0,5 mM.

Al idigual que sucede con la Phe, 1la F-1,6-P=
(figura 16> elimina el efecto inhibidor de la
fofocreatina, produciendo un aumentc de la wvelccidaid
maxima de 34% % 12 respecto al control, ligera disminu-
cion de la cooperatividad ¢h = 1,56 £ 0,1 y aumento de
la afinidad (Seo,s = 0,25 £ 0,01 mM>. En presencia de
F-2,6-P= ((figura 16} el efecto inhibidor se revierte,
pero solo hasta igualar el control y mantiene los mismos

parametros cinéticos que éste.
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Figura 15,- Representacién de Dixén para la inhibicién por,
A.- fenilalanina |

B - fosfecreatina,

C.- Efectn conjunto de inhibidores.

Se realizaron los mismos experimentos que =2n el
apartado 1IV.4.2.C. con la presencla conjunta de los dos
inhibidores y en ausencia de activadores. Una wvez gue
actda uno de los i1nhibidores, al afadir =21 otro no se
observa ninguan aumento del efacto inhividor, ni
variacién en los parédmetros cineticos, le gue nos
indica que la inhibicidén producida por el efecto
conjunto de ambos noduladores no es aditiva, ni

sinérgica.
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Figura 16,- Eferto de la fosfocreatina en el tosportamiento cinttico de la struvataqu‘inaaa]
Renresentacidn de Hill inserta,
o Contral,
W+ fosfocreatina 0,5 aN,
A fosfocreatin 0,5 af + F-1,6-P2 0,07 a¥,
O + fosfocreadina 0,5 nf ¢ F-2,6-P2 0,1 oM.
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V. RESULTADOS: FOSFOFRUCTOQUINASA.
V.1l. ESTUDIOS PRELIMINARES DE LA ERZINA.

Todocs 1los estudios reallzados sobre la enzima
reflejados en este apartado se han llevado a c¢abo en
extracto crudo, con el objeto de establecer las condi-
clones Sptimas de mantenimiento, aislamiento ¥y
purificacién de la enzima y para comparar posteriormente
los resultados cobtenidos con los observados con la enzi-

ma purificada.

V.1.1. EXPLORACION DE LA FOSFOFRUCTOQUIRASA ER DIVERSOS
ORGANGS DE LUBINA.

Se valoraron las actividades enzimAticas de la PFK
en misculo, corazdén, higado y rifién, en las condiciones
estandar de ensayo, segun se describe en el apartado

IT.2.3.

El tejido donde se enconiré mayor actividad
especifica de esta enzima fue el misculo (222 nU/nmg’, al
igual que sucedia con la piruvatoquinasa, alcanzando
sélao el 4,86% de este wvalor la enzlima de corazém, la de

rifién 1,206% y la de higado un 1%.
V.1.2 PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE LA ERZIKA.
A.—- Estabilidad enzimatica de la PFK.

Conoclda la existencia de la mencionada actividad
enzimatica, ccn el fin de realizar los ensayos =n las
condiciones optimas de extraccion y conservacidén de la
PFK, se realizaron experimentos previos para establecer
las condiclones gue mejor favorezcan la estabilidad de

la enzima en relacién el tiempo.
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Se probaron como medios de extracceisén de la enzima
varias disoluclones reguladoras: Tris-HC1, fesfato
dipotasico y monopotésico, habiéndose observado una
mayor estabilidad en relacién con el tiempo con fosfato
monopotasico S0 mM, pH 8,0. Esta ultima disolucién se
eligié como medio de extraccidén y en ella se estudisé la
influencia de otros agentes descritos como estabilizan-

tes,

Para estudliar la estabilidad de la enzima
respecto al tftiempe, a las temperaturas de -20 y 4°C en
presencia de los siquientes compuestos a las caoncentra-
ciones que se Iindican: Glicerol 20% (v/v); F6P (0,2 y 1
mM>, ATP#4— (0,2 y 1 mM); DTT 5 mM; MET S mM y EDTA 1 mM.

A la temperatura de 4°C, observamos una pérdida
bastante acusada respecto al tiempc, en presencia de
todos los compuestos mayor gque cuando la enzima se
mantiene en ausencia de elios. ¥nicamente la adicién de
F6P 0,2 mM mantiene el S50% de la actividad al igual gue
en el control, después de siete dias, mientras que con

los demfAs la actividad es practicamente nula.

A la temperatura de -20°C, se gbserva 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 gue
2 ha afiadido DTT, MET o ATP y en los que se ha %dicio—
nado EDTA o glicerol se detecta sé6lo un 18%. A los 7
dias el control conserva el 65% de actividad y con F&P

0.2 mM el 59%.

A la wvista de estos resultados se utilizéd siempre
el extracto en tampén fosfato monopotasico sin ningun
aditive, y se conserva a -20°C hasta el nomentc de su

utilizacién.
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B.- Influencia del pH.

El efecto del pH sobre la actividad enzimitica se
muestra en la figura 174. Se determinaron las
actividades a una temperatura de 22° C y a diferentes
valores de pH (4 a 11), segin el método descrito en el
apartado I1.2.5.B. Se observa un maximo de actividad
(100%> a pH 8 con tampén Tris-HCl. A partir de este
mAximo hay una disminucidén brusca y simétrica a ambos
lados de 1a curva. En este mismo tampén y a pE 7,5 la

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

La influencia del pH sobre la establlidad de 1la
PFK, s=se determindé segin se describe en el apartado
I1.2.5.8. Los resultados obtenidos (figura 17B) muestran
que la PFX conserva el 100% de actividad 2n un rangc de
pH de 7 a 9, manteniendc mas del S50% de actividad en el
intervalo de pH de 6 a 9,

100 1
75
©
1+
=
- 50 1
o
It}
L
<L
R
25 7

Figura 17,- Influencia del pH sobre (A) la aclividad v () la estabilidad de la PFX,
(@} Acetato potasico, (O Tris aalaico, (%) Tris-HCl, ( OO0 6licima.
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C.- Influencla de la temperatura.

El efecto de la temperatura sobre la actividad de
la fosfofructoquinasa se observa en la figura 18A. La
actividad enzimAtica aumenta progresivamente hasta un
valor maximo a S0°C, a partir del cual desciende
bruscamente hasta los 60°C donde ya es practicamente
nula. De la representacién de Arrhenius se ha obternido
un valor de Ea de 34,3 Kji/mol. El valor del cgoeficiente
de temperatura, Qio, en el intervalo de 5 a 50°C es de

1,58 = 0,57,

La influencia de la temperatura sobre la
establlidad enzimAtica se muestra en la figura 18B. La
enzima conserva el 100% de actividad desde -20°C hasta

35°C, descendiendo bruscamente para anularse a 70°C.
V.1.3. PROPIEDADES CINSTICAS DE LA FOSFOFRUCTOQUINASA.

A.- Influencia de la concentracion de sustratos

saobre la actividad de la enzima.

a.— Fructosa 6 fosfato. Con objeto de conocer el
comportamientc de la enzima respectoc a su sustrato F&P,
se variaron las concentraciones (0,01-2 mM) del mismo,

manteniendc una temperatura de 22° ¢, un pH de 8.

La figura 19A muestra la curva de saturacidn
respecto a F6P. Se puede obserwvar un comportamiento ci-
nético bifadsico <¢con una meseta intermedia entre 0,29 vy
0,4 mM. Esta falta de sensibilidad relativa en determi-
nados intervalos de concentracidn podrian corresponder
(Teipel y Koshland, 1969y <con wna transicioen dessde

cinética <¢on ccoperatividad negativa hasta michasliana,
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Figura !9.- £fecio de la temperatura sobre (A) la actividad y (8) la estabilidad de la PFK,
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Figura 19,- Influencia de la concentracién de susiratos sobre la actividad PFK,

Representacién de Hill inserta,

&.- F&P,
B.- NgATP? o
ATpa-. %
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e incluso hasta cinética con cooperatividad positiva, a

medida que aumenta la concentracién de ligando.

Al realizar la representacién de Hill se bha
comprobado un aumentoc en el grado de cooperatividad a
medida que aumenta la concentracién del sustrato (0,01 a
0,3 mM h = 0,96 = 0,26 y de 0,3 a 1mM 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 (Se.,s = 0,28 * 0,02 mM> que a

bajas concentracicnes (S8o,s = 0,12 = 0,04 mM
b.- Complejo MgATP=-, Segiun se 1ndicdé en el
apartado I1.6., el ATP puede unirse a caticnes metalicos

de diversas valencias pudiéndose considerar el MgATP=-
como el verdadero sustratc de esta enzima., Para el
célculo de las cocncentraclones de las posibles especles
iénicas presentes se ha considerado un wvalor de la
constante de establlidad para 1la formacién de este
complejo, a pH &, de 75.000 M—' (D 'Bullivan y Perrin,
1964>. A este wvalor de pH, 1la formacién de HATF?®~ ¥y
HMgATP~ es desprecilable, asi como la unién del Mg=+ a la
F6P.

En lafigura 18B se observa la cinética de la PFK
respectc a la concentiracién de MgATP®- y respecto al

ATP=—,

Al obtenerse la mAxima actividad utilizando el
MgATP=—, se puede considerar que el verdadero sustrato
de la PFK de misculoc de lubina es este compleio. La
debll actividad observada en ausencia de Mg=*, es debida

solamente a la unién del ATP?~ a la enzima ya que la
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presencia del catidén en la mezcla de reaccién puede

considerarse despreciable.

La cinética respecto al ATP“~ es hiperbélica con
una Km de 0,43 mM. Respecto al MgATP=® la cineéetica es
bifAsica, con una meseta intermedia de 0,25 a 0,4 mM y
una transicién de codperatividad negativa a positiva, al
igual que ocurria con el otro sustrato, al aumentar la
concentracién (de 0,01 a 0,3 mM h = 0,71 £ 0,08 y de 0,3
2 1 oM bh=1,5 % 0,2>.

la afinidad es mavor en el tramo inferior (So,s =

0,12 = 0,03> que en el superior (Se.s = 0,24 = 0,05).

b.I.- Relacién con el Mg=+. En presencilia de Mg=~
libre (2,5 mM), en exceso sobre el MgATP®~, se cbhserva
(figura 20> gque desaparece la zona de transicidn,
convirtiéndose la cinética en michaeliana y saturandose

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

Se ha podido caomprobar que todas las cconcentracio-
nes fijas de Mg=2+ libre probadas, a partir de 1 mM,
convierten la c¢inétlca en hiperbdlica y se mantienen
practicamente las nismos pardmetros cinéticos seguin se

muestra en la tabla IX.

Tabla IX.- Efecto de diferenles concenbraciones de Mg®* sobre la sctividsd de PPY,

1,0nM 2,5 ¥ 3,0 aM 5.0 o

h gifasicy 1,07 £ 0,08 0,991 6,10 113 20,1
So.s Bifasica 0,17 ¢ 0,03 0,22 ¢ 0,06 0,23 £ ¢,07
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Fiqura 20,- Efecto de 2,5 aM ng‘ libre schre la cindtica de la PFX respecto al MgATP®~,
Representacién de Hill inserta,
@ Control,
* ¢ 2.5 ol Mg*",

AdemAds se realizaron curvas de saturacidén con
concentraclones variables de Mg=*. Para ellc se mantuvo
una concentracién fija de Mg=* y se fue variande la con-
centracion de ATP. Con 24 mM constante de Mg=* vy ATP
variable de 0 a 6 mM <{(condiciones semejantes a las fi-
sloléglicas), la cineética es también hiperbélica <’h =1, 06
+ 0,1 yv la afinldad es senmejante a la encontrada =2n
presencla de conceniraciones fijas de Mg=2* (Km = 0,12 =

0,05).

Se probdé también 1a relacién fisiolégica 9:1
{Mg=+: ATP2") en todos los puntos y la cinética mostrod
una ligera cooperatividad negativa (b = 0,85 x 0,03%> vy
una mayor afinidad (Se.s = 0,056 £ 0,01 mM) que en los

demés experimentos en presencia de magnesio libre,
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Todos los parametros cinéticos obtenidos en
presencia de Mg®* son comparables, siendo significativa-
mente distintos solo los realizados con la proporcién
intracelular. Ninguna concentracién de Mg#* libre

incrementa la Vmax.

b.II.- Tipo de inhibicién por ATP4-. En la figura
2l se muestra la influencia de 1la concentraciéon del
ATP#~ libre sobre el comportamiento <¢inético respecto al
MgATP®-. En la representacisén de Dixon se observan dos
grupos de rectas que se cruzan en puntos diferentes, una
correspondiente al tramo svpericr de la curva de

saturacién y otra al tramo inferiar,

Para altas concentracicnes de MgATP=-, la Ki del
ATP#~ es de 1,5 mM y para bajas concentracicnes de 3,2
mM,

1fv
0,4 -
0,1 mM
0,2 ™
0,3 mM
0,6 mM
1,0 mM
-
T i T il : Lol T T T T
4 {3 2 E 1 1 2 3 4 ATP mM
| ‘
! +Ki= -1,5
Ki= -3,2

1

Figura 21,- Inhibicién de la actividad PFX por ATP*-
{~) Bajas concentrationes de MgATP-,

(-=) Altas concentraciones de MgATP2-
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Se ha determinado el porcentaje de inhibicién por
ATP4~ libre respecto a la Vmax, con unas concentraclones
dentro del rango en el que fisiologicamente podria
variar el ATP en el esfuerzo muscular. Los resultados
muestran que por debajoc de 1 mM de ATP4~ libre no se
observa inhibicién; a 1,5 mM hay un 9,1 % 1,5 de inhi—
bicién v a2 2,5 mM un 18,7% = 1,5. A la concentracion fi-
slolégica (2,75 mM> hay un 25,0% = 0,8 de inhibicién. El
50% =se alcanza a2 9,5 mM (50% = 8,8). Otras concentra-
ciones probadas han sido 3,5 y 4,5 mM que dan un 28% % 4
y un 43% £ 7,6 de inhibicién respectivamente.

B. - Moduladores.

a.— Efecto de 1a temperatura. Los resultados
obtenldos respectoc a los dos sustratos a las temperatu-

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

A todas las temperaturas se mantlene el
comportamienta bifédsico de las curvas de saturacién
frente a los dos sutratos y la =zona intermedia de
transicién siempre se encuentra situada entre 0,25 y 0,4

mM.

Kespecto a la F6P (figura 22A) y a bajas concen-
traclicnes no se observa claramente termorregulacién. A
altas concentraciones se observa una disminucién de la
cooperatividad al pasar de 5 a 1%5° C, dandose 21 m&ximo
a 22" C. La afinidad en ambos tramos aumenta ligeramente

a 5° C.

Respecto al MgATP=— (figura 2Z2B) se observa gque en
2l tramo inferior de 1la curva bifasica, la cinégtica
varia de michaeliana a cooperatividad negativa confornes
avmenta la temperatura. En la zona superior se produce

una disminucién muy brusca de la cooperatividad al
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Figura 22,- Influentia de la temperalura sobre la PFK respecio a (A} FGP y (B) MgATP®-,
-—h
== %o,
® Altas tonceniraciones de sustrato,
AB3jas concentraciones de susirato,
A, 2,5 alf Mg**,
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pasarde 5 a 15°C, En ambocs tramos de 1la curva la
afinidad alcanza un valor maximo a 15° C, a partir de la

cual se mantlene practicamente estable.

Con 2,5 mM Mg=" libre sobre MgATP=®— (figura 22B)
no se observa clara termorregulacién, elimina siempre la
cinética bifasica qL-le presenta la curva de saturacién
para este sustrato . A 10 y 15°C se observa un aumento
de la Vmax en presencia del Mg®* libre del 25% = 7,3 y
85% £ 15,5 respectivamente.

También se estudié el efecto de la temperatura
sobre la inhibicién de PFK por ATP4- libre y los
resultados se muestran en la tabla X. A la concentracién
intracelular de ATP (2,7% mM> se puede observar que el
porcentaje de 1nhibicién disminuye al disminuir la
temperatura, no viéndose inhibicion a S°C. A concentra-
clones mayores 5,5 mM la disminucién se abserva a

partir de 22°'C, siendo tamblen nrula a 5°C.
Tabla X.- Influencia de la teaperatura sobre la inhibicién de la FFK por ATP4-

¥ Inhibician,

Teaperatura *C 2,75 alf ATP 5,5 s ATP

27 28642, 19,0 £ 5,2
2 25,008 50,0 ¢ 8,8
18 22,71 1,3 U506
10 17,2 40,6 19,7 ¢ 4,2
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b. - Efecto del pH. La influencia del pH sobre los
pardAmetros 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 (mAs cer-
cano al fisiplégico? y no se apreclan cambilos signifi-
catlivos respecto a F6P. En relacién al MgATP=" se
observa un aumento de cooperatividad en los dos tramos

perc no varia marcadamente la afinidad.

Tabla ¥I.- Influencia del pH sobre los pardmeiros cindticos de la PFX,
{oncentracién de sustrato {(A) de 0-0,3 aM y (8) de 9,3-} alf)

pH Susirato Ba he S0,5 a $o.5 8

8,0 FGP 0,9 t 0,26 2,3 £ 0,15 3,12 20,04 0,28 8013
6,8 Fep 0,88 £ 0,20 2,67 £ 030 0,11 £ 0,04 9,28 £ 0,02
8,0 MgaATP2- 0,71 £ 0,08 1,50 ¢ 0,20 0,12 £0,03 0,23 £ 0,08
5,8 NgATP2- F,06 ¢ 0,13 2,251 0,20 0,19 ¢ 0,07 0,28 £ 9,03

En ninguno de 1los experimentos realizadocs en
presencia de Mg=* 1ibre se observa cambio en 1los
pardmetros cinéticos , al disminuir el pH a 6,8, Jnica-
mente hay un ligero incremento de la Vmax ((15%> ern

presencia de Mg=* 2,5 mM libre y constante.

Respectc al efecto del pH sobre la inhibicisn de
la PFK por ATP2—, se observd una notable reduccisn del
porcentaje de inhibicién al pH mas cercano al
fisiolégico (6,8), ya que a la concentracidon de 2,75 mM
solc era del 10%, a 2,5 mM del 7% y d=1 3% a 1,5 mM. El
maximo de 1nhibicién se conseguia a partir de 3,5 nM vy
era del 16%.
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c.— Efectores, Se ensayaron sobre la actividacd
fosfofructoquindsica, a diferentes concentraciones de
sus dos sustratos, MgATP=— 'y F6P. Concentraciones
fisiolégicas de citrato, ADP, HHt, F-1,6-Pz, F-2,6-P=z,
PEP, fosfocreatina, alanina y fenilalanina no manifes-
taron ninguna influencia. Para los efectores mas carac-
teristicos de-esta enzima se probaron también concen-
traciones mAs elevadas: F-1,6-P= hasta 0,1 mM; ADP hasta
1 mM; citrato hasta 1,2 mM ; F-2,6-Pz2 hasta 0,25 mM vy
G-1,6~-Pz a 0,1 y 0,25 mM. Solo se observdé un ligero
efecto de la F-2,6-P> por encima de 0,05 mM.

V.2. PURIFICACION E INVESTIGACIOGR DE FORMAS ENZIMATICAS.
V.2.1. TRATANIENTOS PREVIOS.

Se estudiaron diferentes tratamientcs previos a
las cromatografias en columna, pero no dieron un buen
resultado. La precipitacién con sulfatc aménico daba un
bajc rendimiento, ya que al ser el amonic un activador
de la enzima fue necesario dializar c<con loc que se perdia
practicamente toda la actividad., Los tratamientos con
sulfatg de protamina y polietilenglicol daban un escaso
rendimiente en ccmparacidn con el factar de purificacisco

alcanzado (47% y 1,2 respectivamente).

Con el tratamiento térmico se mejoraba la burifi—
caclén dos veces pero el rendimientoc era soélo d=l1 65%.
Por todo lo expuesto, se decidié nc utilizar ninguno de

estos tratamlentos en el proceso de purificacién d= 1

o

enzima.

V.2.2. CROMATOGRAF{A DE AFINIDAD (BLUE SEPHAROSE CL-6B).

Fue el primer pasao de purificacién empleads y s=

utilizaron los pardmetros operatorios descritos en el
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apartado II1.2.7. El perfil de elucién pone de manifiesto
dos picos con actividad PFK (Fig. 23.A.>. El grado de
purificacién y el rendimiento se muestran en la tabla
XII. Denominamos PFK-M, a la actividad enzimatica gque
aparece en primer lugar, gque se obtiene con un factor de
purificacién de dos veces y un rendimiento del 20%, ¥y
PFK-M= a la que aparece en la elucién, con un factor de

purificacién de 16 veces y un rendimiento del 102%.

Antes de continuar con el proceso de purificacisén
se hicieron diversos experimentos para comprobar que los
dos pilcos obtenidos nc eran debidos a artefactos
introducidos en la cromatografia como pudieran ser: una
sobrecarga de la columnna, proteoclisis de wuna nisma
proteina o equilibrio entre dos formas de agregacisdon de
la PFK. Se varié 1la concentracisén de proteina, Qque ==
introducis en la columma, aumentéandola o disminuyéndola,
y siempre se obtuvé el mismo perfil con lo que descar-
tamos la posibilidad de sobrecarga. Se emplearon también
inhibidores de protesasas, como el EDTA, en los tampones
empleadcs en la purificacién y también se obtuvec el
mismo perfil. Al recromatografiar cada plco por separadc
s6lo se obtenia un pico y eluia en el mismo lugar donde
salia la primera vez, esto elimina la pocsibilidad de un

equilibric de diferentes estados de agregacisn.

V.2.3. CROMATOGRAFfA DE FILTRACI&6N EN GEL (SUPEROSE 12).

Las fracciones de mixima actividad de ambas formas
enzimdticas por separado se sometleron a un ssegundo
proceso cromatografico en un FPLC <(equipo de cromato-
grafia en fase 1liquida para separacidén rapida de
proteinas), segun se describe en el apartadeo II1.2.7. En
cada caso sélo s pusc de manifiestc un pico 4=
actividad <(Fig 23B y C>, alcanzandose un factor de
purificacién y un rendimiento para la PFK-M: del 22 ¥y
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12% respectivamente y para la PFK-Mz del 323 y 100%.
(Tabla XIII).

Tabla XII,- Resumen del procesc de purificacién de la PFX,

Actividad protainas AEE, Factor de 89

Trataniento (UI/al) (ng/al) (Ul/ng) purificacidn rendiaiento
Extracio crudo 4,5 x 107 2,52 9,17 -— 100
Blue Sepharose (L&A
PFK-, 1.8 x 102 55 x 102 0,32 2 20
PFK-M2 13,5 x 1072 §1 x {02 2,65 18 102
Superose 12 (FPLC)
FFK-M; 7,2 x 1072 2,0 x 1072 36 R 12
PFK-N2 8,5 % 1072 1,5 x 1072 54,8 KYE] 100
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Figura 23,- Perfiles de elucién de la purificacién de fosfofruttoquinasa, (—actividad enzisa-

Yiga y -- concentracién de groteina)
A.- Cromatografia de afinidad. Blue Sepharose CL-66,
B.- Cromatografia de filtracién en gel, FPLC, Fraccidnes de lavado con actividad,

C.- Cromatografia de filtracidn en gel, FPLC, Fracciones de elucién con actividad,
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V.2.4. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILANMIDA.

Se realizé segiun se describe en el apartado
IT.2.8., utilizando comoc muestras tanto el extracto
crudo, como los extractos procedentes de los diferentes
rasos de la purificacién. la fotografia 2 corresponde a
una muestra del dliimo paso del proceso de purificacién

donde se observa una scola banda,

Fotografia 2,- Desarrollo electroforetice en gel de poliacrilamida de la fosfofrucloquinasa

b,- Extracto crudo,

.~ PEK-H. procedente de la cronatografia de afinidad,

2
3,- PFK-M2 procedente de la ¢romatografia de afinidad,
4, - PFK-M\ procedente de la filtracidn en gel,

§ - PFK-Nz procedente de la filtracién en gel
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V.2.5. DETERMINACION DEIL PESD MOLECULAR.

La determinacién del peso molecular de la
fosfofructoquinasa de misculo de lubina se llevé a cabo
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en
gradiente del 5 al 15%, segin el método descrito en el
apartado II1.2.9.A. Al interpolar el Rf de la PFK, ese
obtiene umn valor para las subunidades de 73.500 * 3.50C0
daltons (Figura 249.

Figura 24.- Curva pairdn para lz deterninacién de 12 m2sa wolecular de 12 PFK de wisculo de
lubina mediante electroforesis en gel,
Proteinas patrdén; fosfaorilasa b (94,000), sercalbdming bovina (£7,000), ovoalbdmi-
na (43,9000, anhidrasa carbénica (30,0000, inhihibidor‘de tripgina (20,0000 y a-lac-
toalbimina (14,000),



V.3. ESTUDIO CIRETICO DE LAS FORMAS DE LA ENZINMA.
V.3.1. COMPORTAMIENTO RESPECTO A SUS SUSTRATOS.
A.~ Fructosa 6 fosfato.

El efecto de la coﬁcentracién de la F6P sobre la
actividad es diferente en ambas formas enzimAticas. La
PFK-M, (figura 25A) presenta cooperatividad positiva con
un coeficliente de Hill de 1,28 % ¢,17 y una constante de
afinidad de 0,19 £ 0,03 mM. Sin embargag, la PFK-M=
presenta una cooperatividad negativa con un coeficiente
de Hill de 0,75 % 0,1 y una mayor afinidad hacia el
sustrato (Se.s = 0,06 = 0,02 oM). Se puede observar que
cada una de estas formas presenta unos parametros
cineticas que se asemejan a los dos tramos que se
observaban en la curva de saturacién pﬁr FGP en extracto

crudo.

Por otra parte la PFK-Mz tiene una actividad apro-
ximAdamente diez veces mayor que la PFK-M,; comc la
elucién se realiza con 5 mM de ADP y este compuesto se
ha descrito como un efector positivo de esta enzima, se
realizaron experimentos paralelos con PFK-M. en
presenclia de ADP (5 mM> con el fin de comprobar que la
PFK~M= no correspcnde a la misma forma enzimatica enmas-
carada por el efecto activador del ADP. Los resultados
se muestiran en la figura 26, donde se puede ver que el
ADP produce una activacién pero sin llegar a incrementar
en diez veces la actividad y sin variar los paranetros
cinétices de l1a PFK-M, (h = 1,29 % 0,12 ¥ So.,.s = 0,17 =
0,02 mM.

También se realizaron experimentos para comprobar

sl la cinética de tipo bifasico que presentaba la enzima

en extracto crudo se debia a la mezcla de estas formas
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B.—- Complejo MgATP.

Las curvas de saturacién por MgATP=— para las dos
formas enzimidticas se muestran en la figura 27. Al igual
gue para el otro sustrato el comportamiento cinético de
ambas formas enzimAticas es diferente. La PFK-M, tiene
cooperatividad negativa con un coneficiente de Hill de
0,8 = 0,06 v una baja afinidad (Se.s = 0,24 = 0,05 mM.
La PFK-M=2 tiene cinética michaeliana (h = 0,99 = 0,08) y
una alta afinidad (Se,s = 0,09 = 0,01 mM>.

El ADP sobre la PFK-M:, respecto a este sustrato,
muestra también efecto activador d(figura Z28) y modifica

los parémetros cinéticos pero sin igualarlos a los de la
PFK~-M= (Tabla XIII>,

3
Actividad (UI/m1x10°)

0.4 0.8 1,2 MgATP®™ mM

Figura 78, - Efecto del ADP sobre el comportamiento rindtico de PFK-K. raspects al MgATP®-,
Representacién de Hill ingerts,
® Control,

At ADP 5 ak,
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El efecto conjunto de ambas formas enzimaticas
(Fig. 27C) manifiesta una cinética de tipo bifasico al
igual que sucedia con el otro sustrato, F6F, con
paradmetros cinéticos muy semejantes al extractoc crudo

(Tabla XIIID.
En la tabla XII se resumen los parametros cineéti-

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

enzimaticas y para sus dos sustratos,

Tabla XI1I,- Pardaetros cinéticos de la PFK respecto a sus sustratos FEP y MgATP?-,

F&p MgATP2"
k So.s h So.s
Extracto trudo 0-0,3 oM 0.9610,26 0,1240,04 0,7110,08 0,1210,0
0,3-] al 2,3620 15 0,2840,02 1,500, 20 0,230 05
PFK -1 1,2880,17 0,190,03 0,801C,086 0,2440,05
PFK-H2 0,7540,10 (0,06£0,02 0,99¢0,08 0,09:0,01
PFK-M, + ADP Sad 1,2940,12 0,17£0,02 10620 08 9,150,089
PEK (My + M2) 0-0,4 al 0,340, 08 0,1620,03 0,9120,08 0,08t0,02
0,4-1 aN 2,80£0 13 0,2810,02 1,6080,19 0,1880,04
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Actividad (l[Lhnlx1If3)

Actividad (UT/m1x10°)

0,4 0,8 1,2 MgATP®™ mM

L s no R, SATTT e aamaas I
Figura 23.- Eizcty 421 M9+ libra (2,5 »¥) sobre L2 achividad FFY rzzpacio al M54

PRK-M, (A) y i3 PF¥-M2 ey,
eanirol,

At 4 2,5 2,
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V.4.2. COMPLEJO NMgATP=— Y SU RELACION CON Mg=" Y ATP=-
LIBRES.

A.~ Efecto del Mg=* libre.

Se estudié el efecto del Mg®* sobre ambas formas
enzimAticas, a una concentracién fija de 2,5 mM al igual
que se realizdé en el extracto cruda. Los resultados se

muestran en la figura 29.

Sobre la PFE-M: <(figura 29A) se comporta como
inhibidor, disminuye la Vmax, incrementa la cooperati-
vidad transformAndola en positiva ¢h = 1,44 £ 0,09 ¥ na
modifica la afinidad.

Sobre 1la PFK-M= dfigura 29B> actda comoc activador
aunque no aumenta la Vmax, hace la cooperatividad
negativa (h = 0,72 * 0,1 y aumenta la afinidad (Se,s =
0,06 £ 0,007 mM>

Scbre el conjunto de PFK-My y PFK-M=2, el HMg=~ hace
que no se manifieste la cinética bifasica, como se puede
obgervar en la figura 30, efecto que también se
observaba en extracto crude. La cinética es hiperbdlica

con una Km de 0,06 = ¢,01 mM.

e

log (v/V-v)
1

/// i log S

Figura 30,- Representacién de Hill del efecto del Mg®* sobre la actividad PFK (M, + Mz)
respecto al MgATPZ-,
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B.—- Inmhibicién por ATP4— libre.

En la figura 33 se muestra el efecto del ATP=—
sobre la actividad de ambas formas de fosfofructoquinasa
purificada. En la figura 33A se observa que la constante
de 1inhibicién para la PFK-Mi: es de 1,8 mM, semejante a
la correspondiente a los puntos altos de la curva de
saturaciéon del extracto crudo y en la figura 33B se ve
gue para la otra forma la Ki es de 3,75 xzM semejante a
la zona de Dbajas concentraciones. En ambas formas

enzim&ticas la inhibilcién es competitiva total.

0,5 m™
0,1 ‘

0,25 ™

Figura 31,- Tipo de inhibicién del ATF4~ respecto al NgATP*-,
k- PFK-M:,
B.- PFX-A:,

El porcentaje de inhibicién por ATP es semejante

en ambas formas enzimédticas como se refleja en la tabla

XIV. El1 50% de inhibicidén, socbre la PFK-M,, se alcanza
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con 5 mM de ATP, como ocurria en el extracto crudo, pero
a la concentracidén més préxima a la 1intracelular la
inhibicién es mayor gque en crudo. La PFK-M=z tiene un
porcentaje de inhibicién algo mAs bajo que la anterior
para todas las concentraciones de ATP“~ libre estudia-
das. Curiosamente, puede observarse que 1los valores
medios de los porcentajes de inhilbicién de ambas formas
enzimaticas es semejante a los wvalores de inhibicién

encontrados para la enzima sin purificar,

Tabla XIV.- Porzentaje de inhibicién (%) de la actividad PFK por ATP4- iibre respecio al Mgz.,

PFK-¥, PFK-4-

[ATP*~] libre | sl 9,25 al 1 aM 0,25 ol
5,00 s 50 ¢ 1 41 10 422 5 33
2,75 aM /e | lc P S 28¢5 3% ¢2
.00 af 410 12¢ 1 7¢1 g1l

V.4.3. MODULADORES.

A.- Estudio de los diferentes efectores.

La fosfofructoquinasa estd descrita como una
enzima alostérica capaz de responder a una serile de
metabolitos, tal comc se describilé en el apartado II.6.
Con objeto de caracterizar las propiedades reguladoras
de la enzima en miusculo de lubina y compararlas con la
de otros origenes, hemos estudiado el efecto que
pudieran tener lcs moduladores cltados en el apartado

V.1.3., sobre 1la actividad de 1la fosfofructoquinasa
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purificada, respecto a la F6P en diferentes puntos de la

curva de saturacién.

Todos los resultados que se describen a continua-
cién corresponden a experimentos realizados a pH 8,
temperatura de 22°* C y respecto a la F&6P, que se
considera el sustrato mAs especifico de la enzima. Los

resultados obtenidos se reflejan en la tabla XV,

En la tabla XV se pueden observar las diferencilas
tanto cuantitativas como cualitativas de ambas fornmas

enzimaticas frente a sus efectores.

Tabla XV,- Influencia de diversos afectores sobre la actividad PFX respecto a FEP, [MQATP3~1=3aM,

N.E. no efecto,

PFK-HK; PFK-H2
Efector (al) FSP 0,8 A% F6P 0,25 aM FSP 1 WM FSP 0,15
Contol 100 109 100 100
ADP (0, 445) 146,08 5,0 126,0¢ 5,6 --- o
Citrato (1,8 NE, N.E. 8,2t 3,0 N.E,
NH1 (3,0) NE, NE, 120,0410,0 114,08 9,0
ATRA- (5,0 50,0% 2,0 §7,0¢ 5,0 56,5¢ 4,6 16,84 6,0
(3,0 81,54 1,5 75,0¢ 4,2 74,3t 2,8 55,64 3,2
PEP (0,087) N.E, N.E. 143,3¢ 3,8 131,0218,0
§-1,6-P2 (9,1 144,0¢19,0 138,0412,0 123,02 5,8 123,0410,0
F-1,5-Pz (0,00 200,0812,0 200,0¢12,0 650,0418,8 660,0218,0
F-2,6-P2 (0,3 na) 135,5410,8 141,08 3,0 17,0t 6,0 125,5211,0
F-2,6-P2 + G-1,6-P=  136,8¢ 3,5 143,74 2,3 135,84 4,2 147,0¢ 3,5

Para determinar la influencia de la F-1,8-P= s=e

siguid el método descrito en el apartado I1.2.3. Debido
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a la utilizacién de este método no se pudoc medir el
efecto de la F-1,6-Paz junto al de la G-1,6-P= y de la
F-2,6-Pa, ya que no se detectaba activacién por estos

Gltimos compuestos con este procedimiento.

Al estudiar el efecto conjunto de la G-1,6-Px y la
F-2,6-P= sobre la PFK-M, se observa, independientemente
del orden en que se aflfadan, que el porcentaje de
activacion corresponde a la primera que se afiade y la
otra no es capaz de modificar este efecto. Sin embargo

sobre la PFK-M:z los afectos son aditivos,

AdemAs de los metabolitos y concentraciones que se
muestran en la tabla XV, se probaron otros que se c<cltan
a continuacién: ADP, a concentraciones mas bajas gue la
fisiolégica (0,2 mM) y a la concentracién empleada en la
elucién (SmM} cbteniéndose el misma porcentaje de
activacién sobre la PFK-¥, y ningin efecto sobre PFK-M=,
fenilalanina, descrito como inhibidor de PK, a
concentracién 1ntracelular y mAs elevada (1 mM>, no
afecta a la PFK-M: y sobre la otra forma enzimatica se
observo una ligera inhibicién (11%) pervc no a todas las
concentraciones de sustrato; asimismo, la alanina a
concentracicnes de 1 yv 2 mM, el citrato a concentracién
intracelular y la fosfocreatina a concentracicnes fisio-

léogicas, no manifestaron influencia alguna.

A la vista de estos resultados, se procedild a
caracterizar <¢inéticamente el efecto de 1la F-1,6-P=z,
como activador mAs potente y el efecto de la F-2,6-F=,
como efector miés caracteristico de la enzima. Asi nismo,
se estudisé también el efecto del FPEP, vya que esté
descrito como un inkibldor de esta enzima vy en nuestro
casc (PFK-M=z>, al igual que en higado de lubina (Fideu vy

col., 1989, se comporta como un activador.
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B.- Efecto de la fructosa 1,6 bifosfato.

En la figura 32 se muestra la influencia de este
activador sobre el comportanmiento <¢inético de ambas
formas enzimAticas., lLa F-1,6-P= actua sobre la PFK-M,,
baAsicamente, disminuyendo el coeficlente de Hill <¢h =
1,07 £ 0,06) hasta hacer la cinética hiperbélica, aumen-
tandc solo ligeramente la afinidad (Seo,s = 0,15 % 0,005
mM> (figura 3240,

Sobre la PFK-Mz, la F-1,6-P= actua también como
activador pero muchc méis potente. Varia muy poco el coe-
ficiente de Hill, haciendo algo mias negativa la coope-
ratividad ¢h = 0,62 = ¢,089) y aumenta la afinidad (So.s
= 0,03 % 0,009 mM> (figura 34B).

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

En la figura 33 se muestra el efecto producidc por
la F-2,6-P2 sobre el comportamiento <¢inético de ambas
formas enzimAticas. Se comporta ccocmo un activador pero‘
menos pPotente que la F-1,6-P=2. La F-2,6-P=2 actia sobre
la PFKE-¥: incrementando la Vmax pero sin wvariar los

parametros cinéticos (Figura 33A).

Por otra parte, sobre 1la PFK-M=z (figura 33B»
incrementa la Vmax, aunque en menor porcentaje q;e para
la PFK~-M,, disminuye el coeficiente de Hill <¢h = 0,€é %
0,03 v aumenta la afinidad (Se.e = 0,04 = 0,01 m

come se puede observar en la figura 33B.
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Jog (N-v)

Actividad (UI/mlxl(]g)

o9 §

FGP mM
4 |
3 —
2 -
1 E
4
0,4 0,8 1,2 FEP mM

cEfeclo de la F-1 8-Po osobre la actividad () pFE-N, y (3) FFY-Ma r2ggscts g 790
Reprezenizcidn 2o Aill {nsarts.
® Conirol,

A copseps (000 M),



Actividad (UI/mlx10°)

Actividad (UT/mlx10°)

T i T -r i as

0,4 0,8 1,2 F6P mM

Figura 33,- Efecto de la F-2,6-P2 sobre 12 actividad (A) PFK-My y (B) PFK-N:,
Representacién de Hill inseria,
®Cantrol

O+ F-2,6+P2 (0,3 ni),
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D. - Efecto del fosfpenolpiruvato.

El PEP no manifiesta efectc alguno sobre PFK-My, y
actua como un activador sobre la PFK-M= <(figura 34>,
modificando la Vmax pero sin alterar demasiado los

pardmetros cinéticos. Disminuye el coeficiente de Hill

¢th = 0,67 £ 0,04) y la afinidad (Se.& = 0,076 = C,086
mM> .
{
7
I
+
i
5
Nf-i
o
-
b
L)
=
—
]
2
3
=]
@
=]
]
>
-~
B
<
1

0.4 0,8 1,2 F6P mM

Figura 34, - Efecto del PEP sobre la actividad PFK-M2. Representacién de Hill inseria,
® Control,
¥4 PEP 5.7 x 1077 M,
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VI. DISCUSION.

VI.1. DETERMINACIOGN DE LA COBCENTRACION INTRACELULAR DE
METABOLITOS.

Una posibilidad de obtener mayor informacildén de
la actividad "in vivo™ de las enzimas y del metadbolismo
energético de los seres vivos es la estimacidén de la
concentracién intracelular de los intermediarios
metabdlicos y de los nucledtidos de adenina <(Leray ¥y
Bachand, 1975, El estudio de las concentraciones
fisiolégicas de los compuestos relacionados con la ruta
glicolitica es un paso inicial para poder conocer mejor

el funcionamiento de la ciltada ruta.

Los nucleotidos de adenina tienen un 1interés
particular porque la energia metabélica es preferen-
temente +transferida a travées de los enlaces ricos en
energia del ATP <(Cann—-Molsan, 1989). La determinacidn
del ATP, asi como la del ADP y AMP (productos de la
hidrolisis del ATP), nos dar&a informacién sobre la

energia disponible de la célula.

Los camblos en los niveles de efectores debidos a
las diferentes situaciones metabélicas podria indicar si
una enzima es regulada o no por factores diferentes a la
concentracién de sustrato y es fundamental en el estudio
de la regulacién de una enzima, el conocimiento intra-

celular de sustratos y efectores.

Las concentraciones fisiclégicas de metabolitos de
especies ectotermas pueden variar con la temperatura del
habitat (Freed, 19715, Los wvalores encontrados en
nuestro caso, segun se refleja en el apartado III.1,
para 1lubinas cuya temperatura media de cultivo era de

15°C, son del orden de 1los que podrian obtensrse
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interpolando entre los obtenidos por Freed (1971) en
misculo de carpa (Carassius auratus) aclimatadas a S5 y
25°C. Los wvalores obtenidos <(Tabla I y II)> no nmuestran
marcadas diferencias con los encontrados por diversos
autores para misculo de diferentes especies acuaticas
(Diezdridzik y Hochachka, 1978; Dobson y Hochachka,
1987; Dobson y col., 1987; Cann-Mosian y col., 1989)

El valor de 0, 84 encontrado para la carga
energética celular, se encuentra comprendido entre los
niveles normales de la mayoria de los organismos
(Atkinson y Valton, 1967; Cann—-Mosian, 1989 . Laos
valores de carga energética varian entre cero (todos los
nucledtidos estan en forma de AMP)> y uno (todos ilas nu-—
cleétidos estan en forma de ATPS. El alto walor
encontrado por nosotros indica gque las concentraciones
de ATP son elevadas, lo gue puede estar Jjustificado por
la funcién de este tejido, y es similar a los niveles
encontrados en otros misculos de peces (Leaver y Burt,
1981>. Asimismo la c¢oncentracisén de fosfocreatina es

también muy elevada.

La actividad PFK y su papel regulador en la ruta
glicolitica, se ve 1nflulda por 1la c<concentracién de
sustrato y producto de la reaccién. De acuerdo con Basca
vy Corredor (18845, las células se clasifican en dos
grupos, teniendo en cuenta gque la Km de la aldolasa es
del orden micromolar, dependiendo del cociente F6P/F-
1,6-P2: Tipo I, aquellas células donde larelacisn es
superior a 1 y tipc II, aquellas en que es inferior a
C,1. En las del tipo JI la ruta estaria regulada en una
etapa posterior a la PFK y en las de tipo I, a 1a que
perteneceria el misculo blanco de lubina, cuya relaciin
F&P/F-1,6-P= es 2,13, la reaccién catalizada por la PFK
seria la etapa limitante de la glicolisis <(Fell, 1984,
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Racker, 1984; Akkerman, 1985; Crabtrel, 1985; Masters,
1985)>.

Se han observado diferencias significativas en los
valores determinados para musculo con los encontrados
para higado de esta misma especie (Medina, 1986>, 1o
cual es légico debido a la diferente funcién-fisiolégica
de estos dos érganos., En general, todos las concentra-
ciones de intermediarics de la ruta glicolitica son, al
menos, el doble en misculo que en higado, lo que indica
que en peces, el misculo blanco es un tejide con una

gran actividad glicolitica.
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VI.2. PIRUVATOQUINASA,

Como ha sido c¢itado anteriocrmente, el masculo
blanco de teledésteos es, fundamentalmente, glicolitico y
es en este tejlido de lubina donde se ha agbservado una
mayor actividad especifica de esta enzima. Por ello
hemos realizado 1la purificacién y el estudic de
diferentes propiledades cinéticas y reguladcras de la

plruvatoquinasa de misculo blanco de lubina.

Previo al proceso de purificacidén se realizaron
experimentos con extracto crudo que nos llevaron a
determinar el pH éptimo (7,4>; la energia de activacilén
(27 Kj/mol)> vy el Qo (1,4 = 0,1) de la enzima. Los
valores de estos pardametros son sSimilares a los
encontrados para miscule de otras especies de peces
(Randall y Anderson, 1975; Johnston, 1975b; Guppy ¥y
Hochachka, 1979). El -valor de Ea es menor que los
notificados para mamiferos como corresponde a organismos
ectotermos, en los que la eficlencia catalitica de las
enzimas suele ser superlior para contrarrestar las bajas
temperaturas de su hAbitat <(Somero y Hochachka, 1968;
Scmero y col., 1968).

La purificacién de la piruvatoquinasa de misculo
blanco de lubina se llevé a caboc medliante tratamiento
térmico y cromatografico (filtracién en gel y afinidad).
S6lo se ha encontrado un pico con actividad en la
elucion de ambas cromatografias ¥ Su analisis
electroforético muestra una sola banda de acuerdo con lo
descrito para la mayoria de las piruvatoquinasas vy
contrariamente a 1o encontrado por Sand (1984) que

notifica la existencia de formas lscenzimaticas.

Utilizando la técnica de cromatografia con

Sephacryl $S-300, se ha obtenido un wvalor del peso

129



molecular de 580.000 =+ 20.000 daltons para la enzima
nativa. Los valores dados en la biblicgrafia para piru-
vatogquinasas de misculo de organismos acuaticos
(Munday y <¢ol., 1980; Kayne, 1973; Holwerda y de Zwaan,
1973; Cortesi y col., 1984; Giles, 1976a> indican que
normalmente la enzima es un tetramero con subunidades de
unos 57.000 daltons aunque en moluscos se& han descrito
formas triméricas y pentaméricas activas (Giles, 1976b).
Algunos autores han postulado también la existencia de
un decamero activo <(Lin y cal., 1989) cuyw pesoy

molecular se correspconderia con el hallado para esta FK.

El compcrtamiento cinético de la enzima purificada
varia con respecto al observado en el extracto crudao, ya
gue aunque la cinética respecto al ADP se mantiene
hiperbélica, con respecto al PEP se modifica, mostrando
una cinética sigmoidal con disminucién de la afinidad.
Este comportamiento es similar al observado para 1la
enzima de misculo en otras especies de peces (Meoon ¥y
Hulbtert, 1980a y b; Guderley y Cardenas, 1980a; Roberts
y Anderscn, 198%; Somero y Hochachka, 1868) y de ctros
vertebrados inferiores Munday y col., 19380).

La piruvatoquinasa estd descrita comc una enzima
alostérica fuertemente regulada. En la lubina, al ser un
animal ectotermo, tienen gran importancia en el contrecl
de su metabolismo, no solo los diferentes moduladores v
sSus caracteristicas fisiolégicas sine tambien las
alteraciones de las condicicnes amblentales, como puede
ser un cambioc de la temperatura. La pliruvatoquinasa de
misculo de lubina muestra una cierta termorregulacién.
La combinacién de 11las wvariaciones de ccoperatividad
positiva vy afinidad que presenta esta enzima respectao a
PEP dentro del intervalo de tenperaturas de su habitat,
parecen indicar gue se favorece un nivel de funciona-

miento estable de esta actividad; hasta 15°C aumenta la
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cooperatividad y a partir de aqui hasta 27°C aumenta la
afinidad. Este mismo comportamiento se ha descrito para
esta enzima en misculo blanco de otras especies de peces
(Mpon y Hulbert, 1980; Low y Somero, 1976) sin embargo,
en misculo rojo e higado de teleosteos (entre los que se
encuentra la lubina) aumenta la afinidad al disminuir la
terperatura (Low y Somero, 1996; Fideu y ccl., 1985), En
los peces euritérmicos es esenclal que sus funcicnes
permanezcan 1o mAs constante posible dentro de las
temperaturas normales del habltat (Low y Scmero, 1976
como parece ocurrir en los diferentes tejidos de lubina,
sin embargo, en los peces estenctermos se observan
cambios mayores en los pardmetros cinéticos frente a la
temperatura (Low y Scmere, 1976; Somero y Hochachka,
16681,

El cambic de pH del éptimo al pH intracelular
(6,8, da 1lugar a un fuerte aumento de la afinidad
respecto al sustrato PEP, lo que puede reflejar al gran
potencial anaerdbico de este misculo para resistir
saveros periodes de hipoxia. Variaciones en el mismo
sentido de los valores de los pardametros cinéticos se
han obsearvado también en misculo de peces e invertebra-
dos marinos (Michaellidis y Storey, 1990, 1991; Roberts vy
Anderson, 198%; Plaxton y Storey, 1984; Moon y Hulbert,
1¢80a y b; Randall y Anderson, 1975; Johnston, 1975b) e
incluso en otros érganocs de peces (Sand, 19886; Fideu Yy
cal., 1986).

La F-1,6-P=2, activador mAs caracteristicaoa de la
isoenzima mayoritaria en tejido muscular de peces,
ejerce su efecto activador sobre la piruvatogquinasa de
misculo blanco de lubina, aumentando 2,5 veces la Vmax a
concentraciones cercanas a la fisiaoléglica (0,1 mM> vy
transformando la cinética respecto al PEP de sigmoidal a

hiperbélica, El mecanismo feedfoward de la F-1,6-P= se
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puede Jjustificar de acuerdo <con Zammit y col. ((1678)
como una consecuencia de la necesidad de estos organis-
mos de proveerse de energia de forma anaerdébica, debido
al bajo aporte de oxigeno que tienen en determinadas
condiclones. Este efecto se plerde en los vertebrados
superiores por el establecimiento de wuna circulacidén
sanguinea doble y completa, aungue por atra parte, se ha
observado que en la 1scenzima X (M=) de mami feros 1la
F-1,6-P= favorece 1la transformacidén de mondmeros a
tetrameros (Ashizawa y col., 1951). El incremento en la
generacién de energia anaerdébica, en los peces, puede
tener segun Johnston (1975%a> un significado fisiclégico
en la adaptacién de 1la actividad locomotora de estos
organismos para nadar a gran velocidad , e incluso en la
fatiga la activacién del flufo glicoclitico, seria mAs
necesaria en misculo de peces que en el de mamiferos

(Guderley y Cardenas, 1980).

La 1intensidad de este efecto activador sobre la
piruvatoquinasa de mGsculc  de 1lublna wvaria con la
temperatura, siendo muy poco prconunciado a las qu=e
podriamos considerar extremas (5 y 27°C). Sin embargo a
las temperaturas normales del habitat llega a aumentar
dos o tres veces la velocidad maxima. De esta manera se
puede consilderar que la enzima es termodependiente en
relacién <con la regulacién por F-1,6-P=. Por =l
contrario, las variaciones del coeficiente de Hill y de
So.,s, son pequeflas e inclusc 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 piruvatoguinasa
de lagarto (Torres y col., 1984>. XNo obstante, cabe
seflalar, que a 5°C, a pesar del escaso aumento producido
en la Vmax, su presencia duplica la afinidad respscto al

sustratc FPEP, ejerclendo asimismo una accién reguladora
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que favorecera el funcionamiento de 1la actividad

enzimAtica a esta temperatura desfavorable.

La piruvatoguinasa de misculo de lubina también es
activada por F-2,6-Pz de forma simllar a la otra hexosa
bifosforilada citada anteriormente. Este compuesto es
capaz de producir activacién a concentracién intracelu-
lar (0,3 uM>, aumentantdo un 20%L la Vmax y al 1igual gque
la F~1,6-P= no modifica la afinidad por el sustratc PEP.
Conviene sefifalar que el efecto activador de la F-2,6-P=
sobre la piruvatoquinasa sélo se ha notificado para
organismos unicelulares (Van Schaftingen y col., 1985;
Miyatake y col., 1986; Cazzulo y col., 1689; Takeanaca y
col., 1989 y en misculo rojo del molusco Busicotopus
canaliculatum (Plaxton y Storey, 1984) vy en la mayaria
de los casos con concéntraciones superiores a 0,3 uM,
por lo que su acclén activadcra en pilruvatoguinasa de
misculo de 1lubina puede ser significativa. Ademis, el
efecto activador se manifiesta en extracto crudo <figura
4), contrariamente a lo que ocurre con el resto de
moduladores. En este sentido <cabe seflalar que Ila
ausencia de sensibilidad mostrada ante 1a F-1,6-P=

pudiera deberse a la saturacién de la enzima "in vivo".

A pesar de la similitud estructural de amnbas
hexosas, la unién de la F-2,6-Pz a la enzima parece ser
especifica. El efecto de ambas es aditivo, similar a lo
descrito por Speranza y col. (1980) para PK de Escheri-
chia colil, loc que podria indicar sitios indipendientes
de unién, que vendria tamblién 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 1la F-2,6-P= sobre esta
actividad enzimaAtica puede %ener un gran significado
fisiolédgico considerando gque el efecto conjunto de ambas

hexosas bifosforiladas hace que se dupligue la afinidad
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por el sustrato (PEP)>, lo que no se consigue con ninguna

de ellas independientemente.

El comportamiento de ambos activadores es similar,
aunque la potencia activadora de Jla F-1,6-P= es
superior, lo que también se ha observado para otras
Plruvatocquinasas sensibles a ambos efectores (Miyatake y
col., 1986; Takeanaka y col., 1¢89; Plaxton y Storey,
1984>. Lla presencla de los dos activadores a pH 6,8 no
altera el aumento de la afinidad observado para el
sustrato PEP a este pH fisioléglico, hecho que apoyaria
la hipdtesis de Dobson y col. (1987) en el sentido de
que una disminucién del pH intracelular, producido en el
misculo de peces durante el ejerclo, no sb6lo no
afectaria al funcionamiento de las enzimas gliccliticas
sino que se favoreceria, al menos al nivel de esta

actividad piruvatogquinasica.

Contrariamente a lo que ocurre en la enzima de
higadeo de esta especile (Fideu y cecl., 1985) y en algunos
misculos de peces (Johnston, 1977; Randall y Anderson,
1975; Somero y Hochachka, 1968; Guderley y Cardenas,
1880b) esta piruvatoquinasa no muestra inhibicién ni per
alanina ni por ATP, aungue si por fenilalanina vy
fosfocreatina, <comportamiento también lo descrita por
Bannister y Anastasi (197¢) y Moon y Hulbert <(1980b>
para musculo blanco de diversas especiles de pecés. La
exlstencla de dos diferentes sitics de unién para los
decs aminodcldos segun lo descrito por Ibsen y Tripet
(1974> para mamiferos {(la enzima de tipo L tendria un
sitio para la alanina, la de tipec M para la fenilalanina
y la de +tipo K para ambas?, podria justificar el
diferente comportamiento de estos dos compuestos en esta

piruvatoguinasa.
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El efectc 1inhibidor de fenilalanina se pone de
manifiesto a concentraciones tan bajas como la intrace-
lular (0,00 mM) perc no sobrepasa el 50% de inbibicidén
aungque se empleen concentraciones elevadas (8 mM), 1lo
gue estaria de acuerdo con la mencor sensibilidad a este
compuesto de la piruvatoquinasa de teleosteos marinos
(Roberts y Anderson, 1985; Guderley y Cardenas, 1980
respecto a 1la de los de agua dulce (Johnston, 1975,
Esta 1inhibicién es menos evidente a bajas caoncentra-
ciones de FPEF, al igual que ocurre en la isoenzima M de
mami feros <(Ibsen y Tripet, 1974>. La presencia de
fenilanina procduce un incremento en la cooperatividad
positiva vy una disminucién en la Vmax, siende la
inhibicion de tipo accmpetitivo, lo que indicaria que se
une a un sitio diferente al activo y su acclén podria
ser debida a la interaccién con un grupo hidrofébico de
la proteina produclendo un cambio comformacional en la
mi sma (Izbicka-Dimitrijevic y «col., 1981, Ibsen vy
Tripet, 19745,

La fosfocreatina, como ya hemos indicado, también
actua comg inhibidor de la piruvatogquinasa de muisculo
blanco de lubina, a semejanza de lo gque ocurre en este
misme tejido de otros origenes (Kemp, 1973; Munday vy
col., 1980; Guderley vy col., 1976; WVieser, 1977, Wiesser
y col., 1977; Wu y col., 1977). Su efecto es superior al
mostrado por la fenilalanina y el tipo de inhibicién es
competitivo, La fosfocreatina tiene la funcién de
almacenar energia en forma de enlaces fosfato, ayudandao
a mantener 1los niveles de ATP. Durante la contracciosn
muscular la reduccildén de los niveles de fosfocreatina
eliminard la 1inhibicién de 1a piruvatoquinésa en este
tejido, activando 1la glicolisis, 1lo cual ayudaria a
regenerar los niveles normales de ATP. La concentracidn
de fosfocreatina varia mAs gque la del ATP (Dobson ¥y

col., 1987, con lo que este metabolito podria jugar un
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papel fundamental sobre esta actividad enzimatica en
misculo blanco y se podria sugerir que actia como un
inhibilidor de tipo competitivo de forma semejante a como
lo haria el ATP en otras piruvatoquinasas <(Kemp, 1973;
Munday y col., 1980

La accién inhibidora de fenilalanina y fosfocrea-
tina es eliminada por la presencia tanto de F-1,6-P=
comg F-2,6-Pz. La primera manifiesta su efecto activador
en presenclia de ambos inhibidores y la F-2,6-FPz2 elimina
la inhibiclién sin mostrar activacldén, Estos heches
apoyarian también la hipétesis de la existencia de dos
sitios de unién 1independientes para las dos hexosas
blfosforiladas. Un efecto semejante de la F-1,6-P: en
presencia de fenilalanina se ha descrito saobre piruvato-
quinasa de otros misculaos de peces {(Mcon y Hulbert,
1980; Fields vy <col., 1978) e 4invertebrados marincs
(Carvajal v col., 1986)>.

En resumen de lo expuesto, se puede decir gque en
clrcunstancias en las gque se requiere un alto poder
energetico, como por ejemplo, en la natacidén rapida, la
F-1,6-Pz podria activar la PK de miscula de lubina vy
eliminar la inhibicién por fenilalanina y feosfocreatina
¥ asi activar la glicolisis. A su vez, la F-2,06-FPz con-
tribuiria activando la ruta glicolitica al ellminar
tambléen el efecto producido por los inhibidores sobre la
PK.

RKespecto a su clasiflcacién iscenzimatica, esta
piruvatoquinasa presenta propledades cinéticas Y
reguladoras semejantes a las del tipa K (Mz> de
mami feros ya gque manifiesta una ligera cooperatividad
pogitiva respecto al PEP y no respecto al ADP, presenta
activacién por F-1,6-P=z y no es sensible al ATF; posee

también algunas caracteristicas del tipo M (M) de
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mami feras, 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 Anastasi,
1976; 1Ibsen y Tripet, 1974; Robert y Anderson, 1985).
Estudios recientes parecen mostrar que los tipos M (M.
y K (M=) son producto de un sélo gen'que puede dar dos
moléculas diferentes de mRNA (Hence y col., 1982;
Noguchi y Tanaka, 1982; Takeanaka y col., 1989>. En
general, en ©peces parece ser que la distribucién de la
actividad en los tejides y la reactividad inmunitaria
sugleren que el tipo M se expresa en misculc aungue
presentando propledades cinéticas semejantes a las del
tipo K de mamiferos (Guderley y caol., 1983; Guderley vy
col., 1989>.

Debido a los pocos estudios realizados sobre el
efecto de la F-2,6-Pz en PK de diferentes origenes, no
se puede precisar acerca de la 1influencia en sus
diferentes iscenZimas por 1o que consideramos que es un
claro aporte, desde el punto de vista de investigacion
basica, la notificacion de la influencilia observada sobre

esta piruvatsquinasa de musculo de lubina.

De los resultados obtenidos y presentados en esta
memoria, y de su comparacién con las propleades cineti-
cas y reguladoras de otras piruvatoguinasas de peces
investigadas, tanto por nuestiro grupc como por oiros
auvutores, podemos deducir que esta enzima en peces
presenta una mayor similitud de comportamiento en los
diferentes tejidos que la que se observa en mam feros,
donde la enzlima presenta marcadas diferenclas; lo que
parece sugerir gue la piruvatoguinasa de peces presenta

una menor divergenclia evolutiva.
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VI.3. FOSFOFRUCTOQUINASA,

La mayor actividad especifica de la fosfofructo-
quinasa en lubina, al igual gque en la piruvatogquinasa,
se ha encontrado en el miusculo blanco, lo gque corrobora
que este tejido posee un alto potencial glicelitico.
Como se ha 1indicado en el apartado VI.1l. la relacién
intracelular F6P/F-1,6-P= pone de manifiesto que la
reacclén catalizada por la FFK es la etapa limitante de
la glicolisis, por lo que se ha tratado de estudiar las
propledades c<¢inéticas y reguladoras de esta enzima,
relacionandolas dentro de 1lo posible, con el medio

amblente de este organismo y la fisiologia del tejido.

Los wvalores de pH éptimo (8,00 y de Ea (34,4
Ki/mol: encontrados para esta enzima son similares a los
descritos para la fosfofructoquinasa de higadc 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, 198la; Jensen, 1982,
Cabe sefilalar que, aungue, el pH éptimo de la enzima es
mas alto que el fisiolégico, esta fosfofructoquinasa es

estable en el intervalo de pH intracelular.

Respecto a sus dos sustratos, F6P y MgATP=- 1la
fosfofructogquinasa presenta clnetica bifasica en
extracto crudo, similar a la encontrada en higédo de
esta especlie (Fideu ¥y col., 1985b), aungque en este caso
s6lo se manifiesta respecto a la F&6P. Esta cinética
bifasica de la PFK para uno o los dos sustratos se ha
observado en diverscs tejldos de peces (Gaitan y c<ol.,
1689, 1990c y d) y de oircs origenes (Lee y col.., 1973,
Kelly yv Turner, 1971; De l1a Fuente y Sabater, 1974>.

En el proceso de purificacién se obtienen dos

picos con actividad fosfofructoquinidsica que sugieren la
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existencia de dos formas de la enzima, que podrian
explicar la cinética bifaAsica observada en el extracto
crudo para ambos sustratocs. Los pardmetros cinéticos de
ambas formas enzimAticas son diferentes y hay una
correspondencia de estos valores con los obtenidos para
los dos tramos de la curva bifésica. La actividad PFK-M.
{(gue no es retenida en la columna de afinidad? presenta
ligera cooperatividad positiva para la F6P vy
ccoperatividad negativa para el MgATP®—, presentando
menor afinidad por ambos sustratos que la que se abserva
en la isoenzima obtenida en 1la elucién. La PFK-M=
presenta una cooperatividad negativa respecto a F&P ¥y
cinética hiperbdélica para el MgATP®-. la hipotesis
sefialada, de la contribucién de dos formas enzimaticas
para producir wuna <inética bifasica, 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 c<omportamiento similar también se bha
descritoc en tejido hematopoyético de trucha (Gaitan ¥y
col., 19%0b> y en higado de esta misma especie (Fideu y
col., 18895, si bien la proporcién de ambas formas
enzimaticas presentes en el misculo parece ser dife-

rente, al contrario que lo observado en higado.

AdemAs, ambas formas enzimaticas se saturan a concentra-
ciones de F&P muy similares: ¢,8 mM para la forma PFK-M,
y 1 mM la forma PFK-M=, permitiendo una mayor regulacién
de la actividad por este sustrato, a dife-rencta de 1o
observade en higado donde una de las formas se satura a
concentraciones bajas. Aunque la forma PFK-M: esti en
cantidades minoritarias respecto a la otra forma, lo gque
se traduce en una actividad 10 veces inferior, al
analizar la cinética bifasica que produce ifa actuacidn
conjunta de ambas isoenzimas, se observa un aumento de
la cooperatividad, influencia gue en definitiva conduce

a que se favorezca la. unién del sustrato a medida que
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aumenta su concentracidén. Es decir, podrd haber una re-
gulacidén por el sustrato F6F tanto a altas como a bajas

concentraciones del mismo.

El analisis electroforético de ambas formas mostré
una unica banda lo que indica una gran homogeneidad de
las dos fracciones con actividad obtenidas en el proce-
so de purificacién. E1l peso molecular de las subunidades
de 1la PFK-Mi» y de 1la PFK-Mz dos formas enzimaticas,
determinado por elaectroforesis en condiciones
desnaturalizantes es de 73.000 = 3.500 daltons, seme-—
jante al descrito para las diferentes 1soenzimas de
mami feros como se 1indicé en el apartado 1.6. Asimismo,
el volumen de elucién en la cromatografia de filtracién
en gel coincide para las dos. El1 que las dos fomas
enzimaticas tengan un peso molecular similar, auvnque sus
propliedades cinéticas y reguladoras sean diferentes, ha
sido £ambien descrito para la PFK de higado de esta
misma especie <(Fideu, 1986) y para la PFK-2 de Dic-
tiostelium discolideum (Gomez, 19990).

El Mg=~ libre (2,5 mM) actua como inhibidor de la
PFK-M:, a =emejanza de lo observado en fosfofructoqui-
nasas de otros origenes (Fldeu y <ol., 198%a; Ottoc y
col., 1974, Buckwitz vy col., 1990, Hausler y col.,
19809; Isaac y Rhodes, 1986; Bloxhan y Lardy, 1973,
Contrariamente sobre la PFK-M:. actua como activador,
efecto que también se ha abservado en otras fosfofructo-
quinasas (Uyeda, 1979; Bloxhan y Lardy, 1973, Cronin vy
col. , 1088, Ftienmble v col. , 1981>. E=ste efector
actuando sobre las dos formas enzimaticas conjuntamente
produce una cinética hiperbélica que también se pone de
manilifiesto an extracto crudo para esta nisma
concentracidn. La Km aparente disminuye aproximadamente
en un S0%, en relacién a2 la observada en extracta crudo,

lo que parece indicar que predcomina 21 efecto activador
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sobre la forma enzimAtica PFK-Mz::, que presenta tanto la
mayor actividad como la mayor afinidad, cuando ambas

formas enzimAticas actdan conjuntamente.

La sensibilidad a la inhibicién por ATP difiere
significativamente en las fosfofructoquinasas de dife-
rentes origenes, habiéndose observado que es mas pronun-—
cliada en las de higado que en las de misculo (Tsai y
col., 1974; Sand, 1981b>. En presencia de ATP<#~ libre se
puede observar un efecto Iinhibidor de tipo competitivo
para ambas formas, PFK-M, y PFK-Mz, y sus constantes de
inhibicién coinciden con las determinadas para los dos
tramocs de la curva bifasica. La Ki de la FPFK-M: coincide
con la obtenida para la zona de altas concentraciones de
sustrato y su valcr es mayor que el obtenido para la
PFK-M=, coincidente con la hallada para el intervala de
bajas <c¢oncentraclones. Ambas c¢onstantes de inhibicién
son superiores a las encontradas para higado de esta
misma especie (Fideu y <col, 198%a) y para higado de
lenguado (Sand, 1981b) peroc similares a las de misculo
de bacalac <(leaver y Burt, 1981>., El porcentaje da
inhibicién por ATP2- 1libre es semejante en las dos
formas enzimaticas en presencia de diferentes concen-
traciones de ambos sustratos. Cabe seflalar, no obstante,
una inhibicién mas acusada de la PFK-M= a

concentracicnes bajas de F&6P (0,15 mM>.

Por otra parte, ccmo seria légicc esperar en
animales ectotermos, esta inkibicién se modifica por la
temperatura, haciendose menos Iintensa a medida gque esta
disminuye, slendo nula a 5°C, efectc que no se mani-
fiesta en higado de esta especle (Fideu y col., 18Z%ad.
La ausencia de inhibicién por ATP#~ en estas condiclones
desfavorables, unido a la termorregu—laéién observada en
la enzima a esta temperatura, vya que a 5°C la forma

enzimatica PFK-~-M, muestra un aumento de afinidad por la
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F6P asi como un incremento marcado de la cooperatividad
positiva respecto al otro sustrato MgATP=—, ayudaria a
compensar al menos en parte, la influencia de esta baja
temperatura, permitiendo un determinado nivel de

actividad de la PFK.

Asihismc, se ha podido observar wuna notable
reducclén de la 1inhibicién por ATP#~ al pH 6,8 mas
préximo al fisialdégico, aunque laos parlmetros 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 tenlendo
en cuenta que la relacién fisiolégica Mg/ATP es 9:1,
podria declirse que esta PFK noc esta inhibida "in wvivo"
por ATP#~ vy la inhibicién por esta forma 1énica seria
improbale, pudiendo, sin embargo estar activada por el

MGg2+ libre.

Del estudio de los diferentes moduladores caracte-—
risticos de la fosfofructoquinasa en ambas iscenzimas se
puede decir que esta actividad enzimatica en misculo de
lubina esta poco regulada, excepto por F-1,6-P=. El
poder activador de este compuesto es muchec mAs 1intensc
para la forma enzimatica PFK-Mz que a su vez es
ligeramente activada por KHa y PEF. El efecto activador
del PEP, contrariamente a lo observado para la mayoria
de las fosfofructoquinasas <(Bloxhan y Lardy, 1973;
Uyeda, 1979) también se ha observado en higado de esta
misma especle aungque con mayor intensidad (Fideu, 1539>.
Asimismg el citrato, destacado regulador de esta via
metabolica, no ejerce influencla sobre ninguna de las
formas enzimaticas detectadas por nasotraos, lo cual
parece loéglicoc ya que o] misculo blanco de peces es ex-
clusivamente gliceoclitico, coma se ha indicado anterior-

mente.
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Habria que resaltar tamblén que aunque la PFK de
misculo en general es menos madulado por F-2,6-Pa, saobre
esta PFK muestra su efecto activador, aunque no muy
marcado, comparable al producide por la G-1,6-P=. La
presencia conjunta de F-2,6-Pz2 y G-1,6-P= sobre la PFK-
M= produce un efecto que se puede considerar aditivo, lo
que no se observa para la otra forma, PFK-M:. Esto
podria de dos lugares de unién diferentes para la PFX-
M2, lo cual ha sido notificado por Andres y col. (1988
para miscula de rata, y un dnico sitio de unién para ia
PFK-M:, lo que ha sido descrito para fosfofructoguinasas
de otros musculos (Foe y cel., 1983, Kitajima y Uyeda,
1983; Tornhein, 1985).

Segin las propiliedades descritas para las diferen-
tes formas iscenzimAticas <(Vora vy col., 198%a y b;
Tanaka y col., 1972; Dunaway, 1983; Kemp y Foe, 1983 la
PFK-M, tiene caracteristicas similares a las de la PFK-L
de mamiferos aunque posea algunas propiedades de la de
misculo come son la activaclén por ADP, 1la baja activi-
dad enzimAtica o la falta activacidén por NHa. La PFK-M=
tiene propledades que se asemejan mas a la PFK-M de
mami feros aunque alguna de sus caracteristicas sean
semejantes a la PFK-L. Esto nos lleva a pensar que ambas
formas enzimAticas pudlieran ser hibridos L-M, aunque en
la forma PFK-M: predominaria 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 fisico-quimicas, cinéticas y reguladoras, asi como
la posible presencia de diferentes formas enzimAticas de
plruvatoquinasa y fosfofructoquinasa de misculo blanco
de lubina, debido a su importante papel en la regulacién
de la ruta glicolitica, relacionandolas, dentro de 1lo
posible, con el medio ambiente de este organismc y la
fisiologia del tejido. Del conjunto de los resultados

obtenidos podemos cencluir:

El misculo ©blance de lubina posee una gran
actividad glicolitica ya que la concentracién intracelu-
lar de intermediarios glicoliticos y nucledctidos de ade-
nina es elevada y la maycr actividad especifica de las
enzimas reguladeocras de esta ruta, pilruvatoguinasa vy

fosfofructoquinasa, se ha encontrado en este tejido.

Respecto a la piruvatoquinasa, se ha observado una
unica fcocrma enzimAdtica que presenta cinética sigmoidal
respectc al PEP, slendo activada por F-1,6-P=; F-2,5-P=
e 1nhibida por fenilalanina y <fosfocreatina. Estas
propledades indican la enzina tiene propledades
semejantes a las del tipo X (Mz) de mamifercs aungue
posea algunas caracteristicas similares a la del tipoc M
(M1?> de mamiferos. Es de resaltar que la activacidén por
F-2,€6-P2 puede tener significado {fisiocldégico y es la
primera vez gue se ha notificadc en esta clase Jde

organismos.

La actividad fosfofructogquinasica de este t=2iids
proviene de la participacidin de dos formas enzimiticas
cuya actuacién conjunta manifiesta una cinética
bifasica. El comportamiento cinético y la acclidn de los

moduladores indican que ambas formas (PFX-M, y PFEK-Ma)
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podrian ser hibridos de las correspondientes isocenzimas
M y L de mamiferos, con predominio de uno y otro tipo en

cada forma.

Tantoc la piruvatoquinasa como la fosfofructaquina-
sa de este tejido, ng parecen mostrar termorregulacién,
excepto a 5°C, aonde las variaciones observadas en los
parémetros c¢inéticos podrian 1indicar una tendencia a
compensar esta temperatura extrema del hablitat de 1la

lubina.

La regulacién de esta wvia glicolitica, a nivel de
estas dos actividades enzimaticas, teniendo en cuenta la
nula o escasa regulacién observada por ATP, parece venir
dada undamentalmente por la activacién por la F-1,6-P=
gque es capaz de activar, eliminando el efecto de 1la
fosfocreatina, la piruvatoquinasa y es el activador néas
potente de 1la fosfofructcecguinasa en este tejido. En
periodos de ejercicio prolongado, la disminucién de fos-
focreatina y la mayor afinidad por el PEP observada en
la piruvatogquinasa al disminulr =21 pH, contribuiran al
buen funcicnamiento de la ruta glicolitilica, considerando
ademrmas que aungue la concentracioéon de F-1,6-Pz disminuya

es suficiente para producir activacién en ambas enzimas.
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VIII. RESUMEN.

El objeto de este trabajo consiste en aportar una
serlie de datos experimentales que lleven a caracterizar
la piruvatoquinasa y la fosfofructogquinasa de masculo
blanco de lubina, enzimas claves de la glicolisis. Los
resultados de estos experimentos conduciran a un mayor
conocimliento de la bioquimica de esta especie que podria

ser utilizado para una mejora de su cultivo controlado.

Para esto en primer lugar se han determinadeo las
concentraciones 1Intracelulares de los compuestos que
puedan influir en la regulacidén de la fosfofructogquilinasa
y pilruvatogquinasa y postericrmente se han aislado,

purificado y caracterizado estas enzimas.

Del conjunto de los resultados obitenidos podemos
conclulr que el misculo blanco de lublna posee una gran
actividad glicolitica, con un elevado potencial anaeré-
bico, ambas enzimas son alostéricas y muestran una
ligera termorregulacién presentando la fosfofructoqui-

nasa des formas enzimAticas diferentes en este tejido.
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