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PRESENTACION Y OBJETIVOS

El objetivo fundamental de esta tesis ha sido conocer como afecta el estado
nutricional a la expresion génica de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado del
pez telebsteo Sparus aurata, comunmente conocido como dorada.

La importancia de los procesos moduladores de las actividades de la
enzima bifuncional 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, estriba en el papel que juega en el
control del metabolismo intermediario, a través de la sintesis y degradacién de Fru
2,6-P,. Este metabolito es el principal estimulador de la glucdlisis, via activacion
alostérica de la actividad enzimatica 6-PF 1-K, y, simultdneamente, inhibidor de la
gluconeogénesis por su accién sobre la actividad Fru 1,6-P,asa.

A este objetivo nos hemos aproximado a partir del disefio de experimentos
de ayuno y realimentacion, uso de dietas con diferente composicion de nutrientes y
mediante el suministro de diferentes cantidades de dieta. Las determinaciones de
factores somaticos, de metabolitos y de actividades enzimaticas, han mostrado
en muchos casos su idoneidad como indicadores del estado nutricional de los
peces, y nos han ayudado en el esclarecimiento de los procesos de regulacion y
ajuste fino del metabolismo.

La determinacion de la actividad 6-PF 2-K, la inmunodetecciéon de la enzima
bifuncional por la técnica de Western blot, asi como la deteccién de su expresién
génica gracias al uso de la técnica de Northern blot, han permitido establecer la
relacion existente entre los niveles de ARN,, cantidad de proteina y actividad
enzimatica, en doradas sometidas a diferentes condiciones nutricionales. Para la
realizacion de los ensayos de Northern blot, ha sido necesario la obtencién de una
sonda homadloga capaz de hibridar con el mensajero de la enzima bifuncional de
higado. Para ello hicimos uso de la técnica de RT-PCR, utilizando oligonucledtidos
disefiados a partir de las secuencias descritas de ADN. en otros vertebrados para
el mensajero hepatico de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa.

Los resultados obtenidos nos han llevado a concluir que el uso de dietas de
elevado contenido en carbohidratos y bajo en proteina, promueven un incremento
de la actividad 6-PF 2-K, a través de un incremento en los niveles de proteina
inmunodetectable y de su ARN,,. Este hecho, junto a cambios en paralelo en otras

actividades implicadas en el metabolismo intermediario hepético, indican una
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adaptacion metabdlica en la dorada, que permite la utilizacibn de los
carbohidratos de la dieta, pudiendo sustituir, en parte, a los aminoacidos, principal
componente de la dieta natural de los peces.

Este conocimiento permitird profundizar en la comprensién del metabolismo
de los peces, y ayudar en el disefio de dietas comerciales, a fin de compatibilizar un
crecimiento 6ptimo con un buen estado de salud general de los peces en cultivo,
optimizando el costo y el aprovechamiento de los nutrientes de la dieta.
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1.1. EL METABOLISMO INTERMEDIARIO EN LOS PECES

Todos los seres vivos requieren un aporte constante de energia de sustento.
Esta energia la obtienen a partir de los componentes suministrados por la dieta, en
base a la capacidad de asimilacion de sus ingredientes, o bien a partir de los
almacenados en el propio organismo. Los peces se encuentran entre los animales
que con mayor eficacia convierten los nutrientes de la dieta en crecimiento corporal,
dado su bajo requerimiento en energia de mantenimiento (Smith, 1989).

Las rutas metabdlicas consisten en el acoplamiento lineal o circular de series
interconectadas de reacciones quimicas, cuyo fin constituye el aprovechamiento de
los nutrientes aportados con la dieta, fundamentalmente proteinas, lipidos y
carbohidratos. Las proteinas se catabolizan a aminoacidos, que son utilizados para la
sintesis de nuevas proteinas, asi como para la obtencién de energia. Los lipidos se
degradan a acidos grasos, que se utilizan asimismo con fines energéticos o
biosintetizadores. La catabolizacion de los lipidos es, generalmente, mas lenta que la
de las proteinas. En cuanto a los carbohidratos, éstos suelen consumirse en forma
de moléculas complejas, como almidén o celulosa. Esta ultima no es, en general,
digerida por los peces, quienes si pueden, en cambio, degradar el almidén para
generar glucosa, que es utilizada como precursor de biosintesis o de energia (De
Silva y Anderson, 1995). Aminoacidos, &acidos grasos y azUcares se degradan
mediante rutas catabdlicas especificas sometidas a diferentes procesos de
regulacion. Muchas de estas vias metabdlicas fueron inicialmente descritas a partir
de estudios realizados en mamiferos, siendo poca la informacion al respecto
disponible en relaciébn a lo que ocurre en peces teledsteos. Las vias centrales del
metabolismo son, en general, comunes a todos los vertebrados, aunque su
regulacion especifica puede diferir segln el caso particular en funcidon del habitat en
que vive cada organismo.

En el caso de los peces, el ambiente marino engloba una mayoria de especies
carnivoras. En éstas, aparentemente, se establece una clara relaciéon entre los
componentes de su dieta natural, pobre en carbohidratos y rica en proteinas, y la
poca capacidad que presentan para metabolizar azlcares, siendo la respuesta
metabdlica variable en funcién de la especie estudiada. Los peces de habitos
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omnivoros, como la carpa (Cyprinus carpio) (Furuichi y Yone, 1981), presentan una
mayor capacidad de metabolizacion de la glucosa en comparacion con la que
presentan los peces carnivoros, aunque sensiblemente menor que la presentada por
los mamiferos.

La poca capacidad de utilizacion de carbohidratos en los peces, se relaciona
con un bajo poder de asimilacion de glucosa, caracteristica que ha sido bien ilustrada
a través de experimentos conocidos como tests de tolerancia a glucosa. La
administracion de elevadas cantidades de glucosa dan lugar a valores anormalmente
elevados de glucemia tanto en mamiferos como en peces, pero mientras en
mamiferos los valores retornan a la normalidad 1 6 2 horas después de la
administracion, en peces la recuperacion es mucho mas lenta, superando las 7 horas
en trucha (Palmer y Ryman, 1972).

Bever et al. (1977) y Lin et al. (1978), a través del uso de glucosa marcada
radioactivamente con 14C, mostraron que el recambio de glucosa en el serranido
Paralabrax sp. y en salmén plateado (Oncorhynchus kisutch) es del orden del 5-10%
en comparacion con el nivel observado en los mamiferos omnivoros, asi como que la

utilizacion de glucosa es un 10% de la observada en aves o mamiferos omnivoros.

Por otra parte, Ince y Thorpe (1977) han demostrado que, en peces, la
glucosa es una sefial menos efectiva que algunos aminoacidos para liberar insulina.
Asi, aminoacidos como la arginina (precursor de gluconeogénesis) y la lisina
(precursor de cuerpos cetodnicos) estimulan la secrecién de insulina de forma mas
intensa que la provocada por la glucosa en los peces teleésteos (Suarez vy
Mommsten, 1987). Por otra parte, la administracion de insulina incrementa el rango
de incorporacion de glicina en proteina muscular (Ince y Thorpe, 1976), de lisina en
proteina de hepatocitos de salmoén (Plisetskaya et al., 1984) y reduce los niveles de
aminoacidos en suero de truchas alimentadas con dietas ricas en proteina (Cowey et
al., 1977b). Se ha comprobado que de la composicion de las dietas es un factor
importante en la manutencién del ritmo diario de secrecidon de insulina (Gutiérrez et
al., 1984; Zanuy et al., 1993).

Todos estos datos en conjunto, han llevado a considerar que la insulina
desempefia un papel preponderante en el control del metabolismo de aminoacidos en
los peces, quedando como secundario su papel en la regulacién de la glucemia y del
metabolismo de carbohidatos. Este ejemplo ilustra el hecho de que los peces
presenten una fisiologia especifica adaptada a su medio, con mecanismos
hormonales diferentes de los encontrados en los mamiferos (Plisetskaya, 1990).
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1.2. INDICADORES DEL ESTADO NUTRICIONAL

Factores sométicos, como el crecimiento corporal y hepéatico, y metabdlicos,
como la determinaciéon de metabolitos y actividades enzimaticas, se utilizan como
indicadores del estado nutricional de los peces.

La utilizacion de las proteinas de la dieta conduce, en los peces, a un aumento
en la tasa de crecimiento, que se ha correlacionado con un incremento del
metabolismo oxidativo y de la tasa de sintesis proteica, por estimulacién hormonal vy,
probablemente, por la pesencia de aminoéacidos libres resultado de la digestion
(Houlihan et al., 1994).

El tamafio y la composicién del higado depende de la cantidad y composicion
de la dieta suministrada, existiendo una correlacion positiva entre el IHS y la tasa de
crecimiento (Brauge et al.,, 1994). Este hecho refleja el papel del higado como un
tejido de almacén de energia (Pelletier et al., 1995).

Se ha encontrado una fuerte relacion entre los niveles de actividad de las
enzimas implicadas en el metabolismo energético y la tasa de crecimiento en peces.
En dorada (Sparus aurata), el contenido hepéatico de metabolitos como glucégeno o
Fru 2,6-P,, sefal clave para la activacion de glucdlisis e inhibicibn de
gluconeogénesis, asi como el nivel de la actividad de enzimas clave en el
metabolismo de carbohidratos, como 6-PF 1-K (6-fosfofructo 1-quinasa, EC
2.7.1.11), PK (piruvato quinasa, EC 2.7.1.40), 6-PF 2-K (6-fosfofructo 2-quinasa, EC
2.7.1.105), Fru 1,6-P,asa (fructosa 1,6-bisfosfatasa, EC 3.1.3.11) o Glu 6-P DH
(glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, EC 1.1.1.49), parecen ser buenos indicadores
del estado nutricional en peces (Bonamusa et al., 1989). En musculo de bacalao
atlantico (Gadus morhua) se ha observado, asimismo, una correlacion entre las
actividades glucoliticas, PK y 6-PF 1-K, y la tasa de crecimiento (Pelletier et al.,
1994). Estos autores demuestran ademas, que enzimas implicadas en el
metabolismo de aminodcidos, como ALT (alanina amino transferasa, EC 2.6.1.2),
AST (aspartato amino transferasa, EC 2.6.1.1) y glutamato deshidrogenasa,
incrementan su actividad cuando la tasa de crecimiento es elevada. De esta forma,
como consecuencia del crecimiento se produce un incremento de la masa hepética, a
partir de la energia procedente del aumento del catabolismo de aminoacidos.

1.3. CONTROL DEL METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS EN HIGADO

El control de la glucemia es una de las funciones béasicas del higado en
mamiferos. En ayuno, la glucosa se forma primariamente en este 6rgano a partir de
las reservas de glucégeno y precursores gluconeogénicos (Newgard et al., 1983). La
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alimentacion, en cambio, conlleva la presencia de un exceso de glucosa, que el
higado invierte en la formacién de reservas de glucdgeno y de lipidos.

La produccion y utilizacion de glucosa por el higado estan controladas por
enzimas cuya actividad se modula a corto y a largo plazo a través de mecanismos
reguladores especificos (Pilkis y Claus, 1991). A corto plazo, el flujo
glucolitico/gluconeogénico se controla, entre otros mecanismos, a través de la
regulacion alostérica de las enzimas 6-PF 1-K y Fru 1,6-P,asa por Fru 2,6-P,, asi
como por hormonas, mediante procesos de fosforilacion-defosforilacion de enzimas
clave, la PK y la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa (6-fosfofructo 2-quinasa, EC 2.7.1.105 /
fructosa 2,6-bisfosfatasa, EC. 3.1.3.46). Las hormonas también ejercen efectos a
largo plazo, a través de la variacion de los niveles de sintesis enziméatica, mediante
cambios en la transcripcion de ARN,, y, en ocasiones, afectando el grado de

degradacion de proteina y/o mensajeros especificos.

Glucosa Glucégeno

N/
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\

METABOLISMO DE
AMINOACIDOS

Figura 1.1 . Interrelacién entre el metabolismo de carbohidratos y el de lipidos y proteinas.
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Diabetes y ayuno promueven a largo plazo un aumento de la ruta
gluconeogénica. Este aumento es debido al incremento de los niveles de sustrato vy,
fundamentalmente, a cambios en la concentracion de enzimas, resultado de la
disminucion en los niveles de insulina y/o de los elevados valores de AMP.. Después
de la realimentacion o de la administracion de insulina, se recuperan en pocas horas
la expresion de glucoquinasa, PK y 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, y se inhiben la de PEPCK
y Fru 1,6-P,asa (Pilkis y Claus, 1991; Lemaigre y Rousseau, 1994).

En la figura 1.1 se puede observar un esquema de la interrelacion entre el
metabolismo de carbohidratos y el de lipidos y proteinas.

1.3.1. METABOLISMO DEL GLUCOGENO

En la mayoria de mamiferos el glucégeno es rapidamente movilizado cuando
se requiere glucosa (Roach, 1986). La degradacion del glucégeno esta regulada a
través del control de la actividad glucégeno fosforilasa, enzima que cataliza la
formacién de Glu 1-P a partir de glucégeno y P;. Esta actividad se inhibe por niveles
altos de ATP, glucosa, Glu 6-P y se activa por AMP. En condiciones de alimentacion
se reponen los niveles de glucdégeno, pudiendo derivar el exceso de glucosa hacia la
formacién de acidos grasos. La adicion de UDP-glucosa a la molécula de glucégeno,
paso catalizado por la actividad glucdgeno sintasa, es el punto sobre el que se regula
la sintesis de glucégeno. ATP, Glu 6-P y glucosa activan alostéricamente a la
glucégeno sintasa, mientras que el AMP la inhibe. El nivel de activacién de la sintasa
y de la fosforilasa, depende del estado de fosforilaciéon de ambas enzimas, de forma
que la fosforilacién estimula la actividad fosforilasa e inhibe la sintasa, mientras que
la defosforilacion promueve los efectos opuestos (Roach, 1986; Lawrence, 1992; De
Silva y Anderson, 1995).

De esta forma, la regulacion hormonal y alostérica coordinada de la glucégeno
sintasa y de la glucégeno fosforilasa hace posible a la mayoria de organismos la
inversion del exceso de glucosa en glucégeno, asi como la degradacion de éste
cuando es necesario.

Muchas especies de peces presentan la capacidad de sobrevivir a largos
periodos de ayuno, en general relacionados con procesos de migracion o
reproduccidén. Para ello utilizan las reservas lipidicas y de glucégeno. La movilizacion
de glucégeno es diversa entre las diferentes especies de teledsteos estudiadas. En
dorada, (Sparus aurata) (Garcia de Frutos et al., 1990), las reservas de glucégeno
hepatico disminuyen significativamente tras 8 dias de ayuno, llegando a alcanzar
niveles minimos a los 20 dias. Analogamente, Hickling y March (1982) han
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observado que el contenido de glucégeno en higado disminuye significativamente
tras un corto periodo de ayuno en la trucha arco iris. En Salmo trutta fario, Navarro
et al. (1992) también aprecian en higado una disminucion significativa tras 8 dias de
ayuno, aunque el glucégeno muscular no disminuye significativamente hasta pasado
un periodo de 30 dias.

Otras especies de peces requieren periodos de ayuno mas prolongados para
que se pueda apreciar una disminucion del glucégeno hepatico. French et al. (1983)
mostraron que en salmén rojo (Oncorhynchus nerka) el contenido en glucégeno
disminuia poco después de efectuar migraciones superiores a 100 Km, aun cuando
durante este periodo no se alimentaban. Sin embargo, en musculo e higado las
concentraciones de glucégeno aumentaban en épocas previas a la reproduccion,
fundamentalmente por aporte gluconeogénico. En carpa, periodos superiores a 100
dias de ayuno no son suficientes para agotar los niveles de glucégeno hepatico
(Nagai e lkeda, 1971). La anguila (Larsson y Lewander, 1973) y el bacalao (Hemre
et al., 1990), también requieren periodos largos de ayuno para que se aprecie una
disminucion de sus reservas de glucégeno. Morata et al. (1982) observaron que en
trucha, tras 20 dias de ayuno, el contenido disminuyé sélo un 20%, valor que no
s6lo no sigui6 disminuyendo al prolongar el periodo de ayuno, sind que incluso
aumento ligeramente. Este efecto también ha sido observado en trucha por Navarro
et al. (1992), vy ha sido atribuido a la formacion de glucégeno a partir de
precursores de gluconeogénesis. Asimismo, en carpa, tanto el glucégeno hepatico
como el muscular, disminuyen poco después de 50 dias de ayuno (Blasco et al.,
1992).

El comportamiento encontrado en los peces contrastra con el de rata, cuyos
niveles de glucégeno caen a valores minimos tras 24 horas de ayuno (Bois-Joyeux et
al., 1986; Minassian et al., 1994). La rapida degradaciéon de glucégeno que en
condiciones de ayuno presentan los mamiferos estd relacionada con el
mantenimiento de la glucemia, mucho menos controlada en los peces. Murat et al.
(1978) han descrito que, en carpa, el mantenimiento de los niveles de glucosa en
sangre, procede en mayor medida de la sintesis de novo por gluconeogénesis que de

la movilizacion de glucégeno.

En mamiferos la glucemia se mantiene, bajo control hormonal, a partir de la
regulacion de la sintesis y degradacion del glucégeno hepatico. Catecolaminas y
glucagén estimulan la glucégenolisis, mientras que la insulina provoca sintesis de
glucégeno (Frieden y Lipner, 1971). En peces, la administracién de insulina conduce
a un aumento del glucégeno hepatico (Plisetskaya et al.,, 1984; Foster y Moon,
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1990b). Foster y Moon (1990b) apoyan la idea de que la insulina actla
directamente sobre la sintesis de glucégeno, promoviendo una pérdida de actividad
glucégeno fosforilasa. La adiciéon de glucagén o GLPs (glucagon-like peptides) a
hepatocitos aislados conduce a un incremento de la tasa de degradacion de
glucégeno, activando la glucogeno fosforilasa, probablemente a través de
fosforilacion via AMP. (Mommsen y Moon, 1990; Foster y Moon, 1990b). Asimismo,
se ha observado, en salmén, un efecto estimulador de la glucégeno fosforilasa por
adicion de catecolaminas, por activacion de los receptores b-adrenérgicos y
aumento de AMP. y Ca2* en el citosol (Sheridan y Muir, 1988; Michelsen y Sheridan,
1990).

1.3.2. VIA DE LAS PENTOSAS FOSFATO

En una primera fase de esta via, la Glu 6-P se oxida en dos pasos sucesivos,
dando lugar a NADPH, poder reductor atil en la formaciéon de acidos grasos.
Posteriormente se produce una fase de intercambio de azucares fosfato con el fin
de obtener ribosa 5-P (precursor de &cidos nucleicos) o, cuando ésta no es
necesaria, se puede regenerar la produccion de hexosas fosfato via gluconeogénesis,
continuando asi la produccibn de NADPH. La regulacibn de la via se produce
fundamentalmente mediante el control de las reacciones de oxidacion, catalizadas
por Glu 6-P DH, enzima que efectla la conversion de Glu 6-P a 6-fosfogluconato d-
lactona, y por 6-PG DH (6-fosfogluconato deshidrogenasa, EC 1.1.1.43), que
cataliza la transformacion de 6-fosfogluconato a ribulosa 5-P (Kletzien y Berdanier,
1993).

En peces el conocimiento de la regulacién de esta via es escaso. Los primeros
trabajos (Brown y Tappel, 1959; Hochachka, 1961) concedian un papel poco
relevante a la ruta de las pentosas fosfato en la catabolizacion de glucosa. En
cambio, mas recientemente, otros autores tienden a indicar a esta via como
fundamental en la degradacién de glucosa en los peces (Cowey y Walton, 1989). En
higado de rata, el ayuno provoca un descenso en la actividad Glu 6-P DH (Iritani,
1992; Kletzien y Berdanier, 1993). En peces, las actividades Glu 6-P DH y 6-PG DH
se han encontrado asimismo disminuidas en higado de Salvelinus fontinalus
(Yamauchi et al., 1975), Sparus aurata (Bonamusa et al., 1992), carpa (Cyprinus
carpio) (Bastrop et al., 1991) y trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Barroso et
al., 1993) como consecuencia del ayuno. La realimentacibn promueve, una vez
recuperados los niveles de glucdgeno y de sintesis proteica, una recuperaciéon tardia
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de los niveles de actividad Glu 6-P DH, a fin de promover el acimulo de lipidos en
carpa (Bohm et al., 1994).

Likimani y Wilson (1982) mostraron que una dieta rica en carbohidratos
promueve el aumento de los niveles hepaticos de las actividades Glu 6-P DH y 6-PG
DH en el pez gato, actividades que disminuyen con el uso de dietas ricas en
contenido lipidico, como también ocurre, aunque en menor medida, en salmoén
plateado (Lin et al.,1977). Nuestro grupo observo, en dorada, que las actividades de
las dos deshidrogenasas se elevan como consecuencia de la alimentacion con dietas
de elevado contenido en carbohidratos o proteinas (ambos buenos precursores
lipogénicos), mientras que el suministro de dietas de elevado contenido lipidico,
conduce a bajos niveles en las dos actividades, al ser eneste caso menor el
requerimiento de NADPH para la sintesis de acidos grasos (Bonamusa et al., 1992).
Similares resultados en la actividad Glu 6-P DH se han obtenido en anguila por
Suérez et al. (1995). Iritani (1992) indica, en higado de rata, un efecto analogo que
ademas se correlaciona con el nivel de transcripcion y de ARN,, para la enzima Glu 6-
P DH. Stapleton et al. (1993) han observado asimismo un aumento de la actividad
Glu 6-P DH correlacionado con acumulo de su ARN, y una estimulacion de la

lipogénesis en hepatocitos de rata tratados con insulina.

1.3.3. GLUCOLISIS

La glucdlisis es la via principal de catdlisis de glucosa en los mamiferos. A
través de ella se convierte la glucosa a piruvato, obteniendo asi, la célula, energia en
forma de ATP. Las reacciones catalizadas por hexoquinasa/glucoquinasa
(fosforilacion de glucosa a Glu 6-P), 6-PF 1-K (fosforilacién de Fru 6-P a Fru 1,6-P,)
y PK (defosforilacion de fosfoenolpiruvato a piruvato), son las Unicas reacciones
alejadas del equilibrio en esta via, siendo los pasos limitantes del sistema y los
puntos principales de regulacion (Lemaigre y Rousseau, 1994). En mamiferos, son
bien conocidos los procesos reguladores, en funcién de la carga energética, estado
nutricional y estado hormonal del organismo. En peces la informacién acerca de la
regulacion es escasa.

Eilers et al. (1993) han observado en ratas ayunadas un descenso de la
actividad glucoquinasa, enzima encargada en higado de fosforilar la glucosa,
correlacionado con bajos niveles de ARN,,. Los niveles de mensajero se recuperaron
tras la realimentacién. La importancia de la regulacién de la actividad glucoquinasa
se hace patente en algunas lineas celulares de hepatoma de rata, en las que este

10
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paso es el limitante de la glucdlisis (Valera y Bosch, 1994). La escasa capacidad de
control de la glucemia observada en los peces, es debida, al menos en parte, a la
poca o nula capacidad que presentan para fosforilar la glucosa en higado
(Christiansen y Klungsgyr, 1987). Este paso parece ser, por tanto, el limitante en la
utilizacion de los carbohidratos por los peces. Cowey et al. (1977b) fueron
incapaces de obtener cambios en la actividad hexoquinasa, asi como de detectar
actividad glucoquinasa en higado de truchas alimentadas con dietas ricas en
carbohidratos. En cambio, Fideu et al. (1983) han observado un aumento en la
actividad hexoquinasa en truchas alimentadas con dietas ricas en carbohidratos.
Borrebaek et al. (1995) han detectado, tras alimentacion con dietas de alto
contenido en carbohidratos, niveles minimos de actividad glucoquinasa en higado de
salmoén. Esta actividad no parece, por tanto, relevante en los peces, lo que no es de
extrafiar dada la escasa presencia de carbohidratos en su dieta natural.
Curiosamente, en gato (mamifero carnivoro), la actividad glucoquinasa también esta
ausente (Christiansen y Klungsgyr, 1987).

En lo que se refiere a la regulacién nutricional de otras actividades glucoliticas,
en rata, las actividades hepaticas 6-PF 1-K y PK disminuyen en condiciones de ayuno
o diabetes, recuperdndose ambas actividades enzimaticas por realimentacion con
dietas de elevado contenido en carbohidratos y por administracion de insulina
(Dunaway et al., 1978; Pilkis y Claus, 1991).

En dorada, el ayuno promueve un descenso en ambas actividades enzimaticas,
valores que se recuperan por realimentacion, (Bonamusa et al., 1992). En general,
en peces, la alimentacién con dietas de elevado contenido proteico promueve una
disminucion de la actividad enzimética 6-PF 1-K (Fideu et al., 1983). La alimentacion
con dietas ricas en carbohidratos promueven incrementos en las actividades
hepéaticas 6-PF 1-K y PK de dorada (Bonamusa et al., 1992) y en la PK de Anguilla
anguilla (Suarez et al.,, 1995). En cambio, Lupidfiez et al. (1989) han detectado
niveles elevados en ambas actividades en truchas alimentadas con dietas ricas en
proteinas. Foster et al. (1989) han indicado que la actividad 6-PF 1-K resulta
estimulada por un incremento en los niveles de Fru 2,6-P,, en hepatocitos aislados

de anguila tratados con insulina.

En otras especies de peces, como trucha (Guderley y Cardenas, 1980; Hilton
y Atkinson, 1982) y Anguilla rostrata (Roberts y Anderson, 1985), no se ha
encontrado regulacién nutricional de la actividad PK, a diferencia de lo que ocurre en

mamiferos.

11
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1.3.4. GLUCONEOGENESIS

Esta claro que la glucosa juega un papel central en el metabolismo, tanto
como fuente de energia como precursor estructural de biomoléculas. Su almacen en
el organismo en forma de glucégeno es limitado, por lo que la necesidad de una via
rdpida generadora de glucosa es evidente. Este papel lo desempefa
fundamentalmente la gluconeogénesis (Lemaigre y Rousseau, 1994).

La gluconeogénesis, proceso inverso de la glucdlisis, genera glucosa a partir
de piruvato, que puede provenir de lactato, alanina, glicerol, metabolitos
intermediarios del ciclo de Krebs o aminoacidos como glutamato, prolina, aspartato,
treonina o metionina. Las enzimas que participan en esta via son las mismas que las
glucoliticas con la excepcidn de las que catalizan los tres puntos reguladores. En el
sentido gluconeogénico, el piruvato se convierte en oxalacetato, por la actividad
piruvato carboxilasa y éste en fosfoenolpiruvato, por la actividad PEPCK. La piruvato
carboxilasa se activa por acetil CoA y oxalacetato. Por su parte, la PEPCK, cuya
actividad aumenta al elevarse los niveles de oxalacetato, ve aumentar su expresion
en ratas sometidas a ayuno, volviendo a los niveles normales tras realimentacién con
dietas ricas en carbohidratos (Lemaigre y Rousseau, 1994).

El segundo punto de control de la via reside en la conversion de Fru 1,6-P, a
Fru 6-P, catalizado por la Fru 1,6-P,asa, enzima que es inhibida tanto por Fru 2,6-P,
como por AMP y que resulta activada por 3-P glicerato y citrato.

El dltimo paso de la via estd catalizado por la glucosa 6-fosfatasa
(defosforilacion de Glu 6-P a glucosa), reaccidn que transcurre mayoritariamente en
higado.

En mamiferos, existe la posibilidad de sintesis indirecta de glucégeno en
higado a partir de compuestos de tres carbonos, procedentes de tejidos
extrahepaticos, via gluconeogénesis (Newgard et al.,, 1983; Pilkis et al., 1985;
Kuwajima et al., 1986). A fin de mantener activa la gluconeogénesis, se mantiene
bajo el nivel de Fru 2,6-P,, evitandose de este modo la inhibicion ejercida por el
metabolito sobre la enzima gluconeogénica Fru 1,6-P,asa (Katz y McGarry, 1984,
Kurland y Pilkis, 1989).

La gluconeogénesis juega un papel importante en los peces, como proveedor
de glucosa en organismos en cuya dieta natural escasean los carbohidratos. Cowey

12
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et al. (1977a) ya sugiri6 que esta via seria la principal de sintesis de novo de
glucosa en peces carnivoros, en los que el aporte glucidico con la dieta es muy bajo.
En los peces la movilizacion del glucogeno es muy lenta, de forma que la mayor
parte de glucosa requerida en un momento dado se abastece por via
gluconeogénica. Aunque la mayoria de teleésteos utilizan con mas facilidad la alanina
que el lactato como precursor de gluconeogénesis, los sustratos utilizados por los
peces varian segun la especie estudiada (Suarez y Mommsen, 1987). Walton y
Cowey (1979), en estudios in vitro, observaron que la incorporacion de precursores
marcados a glucosa tenia lugar fundamentalmente a partir de lactato y, en menor
medida, a partir de alanina y piruvato. En cambio French et al. (1981) han atribuido
a la serina, y no a la alanina, el ser el principal sustrato aminoacidico gluconeogénico
en peces. En éstos, la metabolizacion de la serina transcurre gracias a la actividad
serina piruvato aminotransferasa (Rausell et al., 1979), como tiene lugar en el gato
(carnivoro) (Beliveau y Freedland, 1982), y a diferencia de lo que ocurre en rata,
donde la actividad serina deshidratasa es la encargada de dicha funcién. Buck et al.
(1992) atribuyen a la diferente compartimentacion de la actividad PEPCK entre
citosol y mitocondria, la variabilidad en la utilizacion de sustratos por diferentes
especies de peces.

El ayuno prolongado produce cambios en la actividad de las enzimas
gluconeogénicas en los peces. Morata et al. (1982) observaron aumentos en las
actividades Fru 1,6-P,asa y PEPCK en trucha tras dos meses de ayuno. En cambio,
en lenguado (Pleuronectes platessa), después de cuatro meses de ayuno soélo se
detecta aumento en la actividad PEPCK (Moon y Johnston, 1980).

En dorada, nuestro grupo ha comprobado, en extractos crudos de higado, que
el ayuno promueve un incremento en la actividad Fru 1,6-P,asa (Bonamusa et al.,
1992). Al someter dichos extractos a un proceso de gel filtracion en Sephadex G-25
y determinar la actividad enziméatica, el resultado, no obstante, no se diferencia del
valor obtenido en peces alimentados, por lo que se ha sugerido que el incremento de
actividad seria fundamentalmente debido a la presencia de factores inhibidores,
papel que se ha adjudicado a la Fru 2,6-P,. En rata este efecto se acompafia ademas
de un aumento en la cantidad total de enzima (El-Maghrabi et al., 1991). Asimismo
se detectd un aumento en la actividad en doradas alimentadas con dietas de elevado
contenido en carbohidratos, aunque globalmente las relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-
P,asa y PK / Fru 1,6-P,asa aumentaron, indicando un predominio de la ruta
glucolitica sobre la gluconeogénica.

La actividad gluconeogénica aumenta ademéas con el uso de dietas con
elevado contenido proteico en trucha (Cowey et al., 1977b), mostrando una
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correlacién negativa con el contenido en carbohidratos en anguila (Suérez et al.,
1995).

En cuanto a la regulacion hormonal de la via en peces, la informacion es
escasa. En trucha, como ocurre en rata, el flujo de la via disminuye tras inyeccion de
insulina (Cowey et al.,1977a). Plisetskaya et al. (1989) sefalan el efecto
estimulador del glucagon y de las GLPs sobre la gluconeogénesis hepatica en
salmoénidos, por inactivacion por fosforilaciéon de la PK. En trucha arco iris, tras un
ayuno de 6 semanas, se ha observado un aumento en la relacion glucagén y GLPs a
insulina, que se ha relacionado con el incremento de la tasa gluconeogénica, a través
de la estimulacion de las actividades PEPCK y Fru 1,6-P,asa (Moon et al.,, 1989).
Foster y Moon (1990a) han observado un incremento de la gluconeogénesis por
adicion de glucagon a hepatocitos aislados del tele6steo Hemitripterus americanus,
a través de la activacion de PEPCK, disminucion de la afinidad de PK por
fosfoenolpiruvato, disminuciéon de los niveles de Fru 2,6-P, y aumento de la

sensibilidad de la 6-PF 1-K a la inactivacion por ATP.

1.4. CICLOS DE SUSTRATO Y REGULACION DEL FLUJO
GLUCOLITICO/GLUCONEOGENICO

El sentido anabdlico o catabdlico de los flujos glucolitico/gluconeogénico en
higado esta controlado a través de la regulacion de tres ciclos de sustrato,
glucosa/Glu 6-P, Fru 6-P/Fru 1,6-P, y fosfoenolpiruvato/piruvato (Pilkis y Claus,

1991) (figura 1.2).

Newsholme y Start (1973) han sugerido que la actividad enzimatica se puede
modular muy finamente en los ciclos de sustrato por cambios en la concentracion de
efectores, de forma que, cuando el ritmo del ciclo es muy superior al propio de la
via, pequefios cambios en los niveles de efectores modificarian enormemente el flujo
global.

Katz y Rongstad (1978) han demostrado el funcionamiento simultaneo de los
ciclos de sustrato en uno y otro sentido con la degradacion de ATP como fin
fundamental. El posible sentido fisiolégico de este efecto es la termogénesis.

Condiciones favorables a gluconeogénesis (elevados niveles de glucagén en
plasma, asi como de catecolaminas y glucocorticoides, a la vez que bajos niveles de
insulina) dan lugar al incremento en las actividades PEPCK, Fru 1,6-P,asa y glucosa
6-fosfatasa, de forma coodinada con la disminucion de las actividades opuestas, PK,
6-PF 1-K y glucoquinasa. La presencia de insulina, en cambio, provoca los cambios
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reciprocos en dichas actividades enzimaticas, favoreciendo la via glucolitica. El ciclo
Fru 6-P/Fru 1,6-P, es a su vez controlado por otro ciclo, Fru 6-P/Fru 2,6-P,, el cual
se modula a través de la regulaciéon de la enzima bifuncional 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa.
De esta forma, la regulacion hormonal coordina las actividades de estas 7 enzimas,
determinando si el hepatocito va a consumir o producir glucosa bajo unas
condiciones determinadas (Pilkis y Claus, 1991).

GLUCONEOGENESIS

A

Glucosa

Glucosa 6-fosfatasa |< > M

Glu 6-P

Fru 6-P
6 PF 2- K/fruzsh

Fru16P2asa fru 2,6-P, l::> IPF:|

Fru 1,6-P,

{

Fosfoenolpiruvato

=
N

+

Piruvato Piruvato
carboxilasa ’
GLUCOLISIS

Figura 1.2 . Papel de la regulacion de los ciclos de sustrato en la glucélisis/gluconeogénesis.
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La regulaciéon de los ciclos de sustrato, junto con la de la sintesis y
degradacion de glucégeno son factores de gran relevancia en el metabolismo
hepatico.

1.4.1. CICLO GLUCOSA/GLU 6-P

Como ha sido comentado anteriormente (apartado 1.3.3.), los peces
presentan una baja capacidad de fosforilacion de la glucosa en higado, dado el nulo o
bajo nivel de actividad glucoquinasa presente en este tejido (Cowey et al., 1977b;
Christiansen y Klungsgyr, 1987).

La mayor parte de glucosa libre es originada por gluconeogénesis en higado, a
partir de la defosforilaciéon de Glu 6-P, paso que cataliza la actividad enzimética
glucosa 6-fosfatasa. En rata, se han observado elevados niveles de actividad glucosa
6-fosfatasa en condiciones de ayuno y diabetes (Pilkis y Claus, 1991).

1.4.2. REGULACION DEL CICLO PIRUVATO/FOSFOENOLPIRUVATO

Las actividades hepaticas PK, catalizadora de la conversion de
fosfoenolpiruvato a piruvato, y PEPCK, que cataliza la formaciéon de
fosfoenolpiruvato a partir de oxalacetato, desempefian un papel central en la
regulacion de este ciclo, encontrandose sometidas en mamiferos a regulacién
nutricional coordinada a nivel transcripcional (Lemaigre y Rousseau, 1994). En rata,
la PK es fosforilada en una serina por una reaccion catalizada por la proteina quinasa
dependiente de AMP. (Engstrom et al., 1987). La fosforilacion eleva la K, para
fosfoenolpiruvato, hace a la enzima mas sensible a la inhibicién por alanina y ATP, y
reduce la capacidad activadora por parte de Fru 1,6-P,. El nivel de fosforilacion de la
enzima esta influenciado por efectores alostéricos. La Fru 1,6-P, y el
fosfoenolpiruvato inhiben el grado de fosforilacidén, proceso que es revertido por la
presencia de alanina. De esta forma, cuando la PK estd inhibida es un sustrato mas
accesible a fosforilacién que cuando estd activa (El-Maghrabi et al., 1983).

La proteina quinasa dependiente de Ca2* y calmodulina puede igualmente
fosforilar a la PK, inhibiendo su actividad también por aumento de la K, para
fosfoenolpiruvato. Esta fosforilacién tiene lugar en dos puntos, en una treonina y en
la serina que es fosforilada también por la proteina quinasa dependiente de AMP,
(Soderling et al., 1986).

En lenguado, Sand (1988) ha observado activacion de la PK purificada de
higado por Fru 1,6-P,, como ocurre en mamiferos. En cambio, en otras especies de
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peces, como Mugil lisa y Chaetoditerus faber (Ocampos et al., 1987), no se ha
apreciado un efecto estimulador de la Fru 1,6-P, sobre la actividad PK de higado.

En otros organismos marinos, como los moluscos bivalvos, la fosforilacion de
la PK, por la proteina quinasa dependiente de AMP., conduce a activacion de la
enzima, en claro contraste con lo que ocurre en mamiferos. Este efecto se relaciona,
en estos organismos, con una fisiologia adaptada a procesos anaerébicos (Hakim et
al., 1985; Holwerda et al., 1989).

1.4.2.1. ESTRUCTURA DE LA ENZIMA PK

La PK hepatica de rata consta de cuatro subunidades idénticas, cuyo peso
molecular es de 57 kDa (Leff, S.E. et al., 1986). En mamiferos se han encontrado
cuatro isoformas: L, L', M1 y M2 (Marie, J. et al., 1983). Las isoformas L y L', que se
expresan fundamentalmente en higado y eritrocitos respectivamente, son
codificadas por el mismo gen, mientras que las formas M son codificadas por un gen
diferente (Noguchi et al.,, 1986; Takanaku et al., 1989). M1 es la isoforma
mayoritaria de musculo esquelético, corazén y cerebro en organismos adultos,
mientras que M2, presente también en tejidos adultos, es la Unica detectada durante
el desarrollo fetal. Los ARN,, de L y L' estan sujetos a regulacion a través de
secuencias promotoras distintas (Cognet et al., 1987; Noguchi et al.,, 1987). Las
isoformas M, a diferencia de las isoformas L y L', no presentan dominios
fosforilables, y son reguladas basicamente por efectores alostéricos. La isoforma L'
consta de 574 aminoé&cidos, 31 més que L y 44 mas que M1 y M2.

1.4.2.2. CONTROL DE LA EXPRESION GENICA DE PK EN HIGADO

En higado de rata, tanto la actividad enziméatica de la PK como los niveles de
su ARN,,, estan sujetos a regulacion nutricional y hormonal. Ambos descienden en
ayuno Yy diabetes, recuperandose por realimentacibn con dietas ricas en
carbohidratos y por administracion de insulina (Noguchi y Tanaka, 1993). El
glucagoén, via AMP,, inhibe la expresion tanto in vitro (Decaux et al., 1989) como in
vivo (Vaulont et al.,, 1986), asi como afecta negativamente a la estabilidad del
ARN,,, contrariamente a la accién de glucosa/insulina. La realimentaciéon con
carbohidratos estimula la transcripcion y el acamulo del ARN mensajero (Noguchi et
al., 1985; Liu et al., 1993), pudiendo desempefiar en ello un papel fundamental las
hormonas tiroideas y los glucocorticoides (Vaulont et al., 1986).
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La expresion génica de las formas hepaticas esta controlada por factores
generales y especificos que se unen a la region promotora y a secuencias corriente
arriba moduladoras de la transcripcién (Lemaigre y Rousseau, 1994). El uso de lineas
de animales transgénicos con delecciones especificas ayudara en la identificacion
funcional y detallada de los elementos reguladores en cis y en trans, y la modulacién
de éstos, quizas por fosforilacion/defosforilacion o por efectores de bajo peso
molecular, consecuencia del estado nutricional y hormonal.

1.4.3. REGULACION DEL CICLO FRU 6-P/FRU 1,6-P,

6-PF 1-K y Fru 1,6-P,asa, enzimas de glucdlisis y gluconeogénesis
respectivamente, controlan los niveles de Fru 1,6-P,. Ambas son sustrato de la
proteina quinasa dependiente de AMP.. Inicialmente se pensd que la fosforilacion era
el principal mecanismo de regulacién de sus actividades. De todas formas, cambios
significativos en las actividades enzimaticas como consecuencia de la fosforilacion in
vitro, eran dificiles de discernir. Por otra parte se vidé que la inhibicion de 6-PF 1-K
desaparecia tras purificacion parcial de los extractos, indicando cambios debidos a la
presencia de un efector de bajo peso molecular (Claus et al., 1980). El
descubrimiento de este efector, Fru 2,6-P,, ha permitido una explicacién alternativa
para la regulacion tanto de la actividad 6-PF 1-K como de la Fru 1,6-P,asa.

La regulacion hormonal y nutricional del ciclo de sustrato tiene lugar tanto a
nivel del mecanismo implicado en la sintesis como en el de la degradaciéon de Fru
2,6-P,. Ambas reacciones son catalizadas por la enzima bifuncional 6-PF 2-K/Fru
2,6-P,asa (Pilkis et al., 1995).

1.4.3.1. ESTRUCTURA DE LA 6-PF 1-K

Subunidades de 82 kDa constituyen el homotetramero en higado de rata, que
presenta cooperatividad positiva respecto al sustrato Fru 6-P (Brand y Sdéling,
1974).

Las propiedades reguladoras de la 6-PF 1-K, se atribuyen a la presencia de
diversos puntos de unioén a ligandos (Kemp y Marcus, 1990). En cada mondémero se
presentan cuatro zonas de unidon de efectores organicos, ademas de un numero
indefinido para activadores inorganicos, fosfato inorganico, potasio y amonio.
Ensayos de unién a moléculas efectoras, estudios cinéticos y de observacion de
cambios conformacionales por presencia de ligandos, han llevado a la caracterizacion
de cuatro lugares diferentes de unién a efectores organicos:
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1. Unidn a MgATR Se produce en un locus independiente del catalitico, dando
lugar a un cambio conformacional que disminuye la afinidad de la enzima por Fru 6-P,
a la vez que aumenta la sensibilidad a proteolisis. Aunque la afinidad por MgATP es
elevada, el ATP libre también es un fuerte inhibidor. El aumento del pH de 6.5 a 8.0
provoca una disminucién de la capacidad inhibitoria del ATP, capacidad que se ve
potenciada por la presencia de citrato.

2. Unidn a citrato favorecida por presencia de MgATP, ayuda al cambio
conformacional descrito anteriormente, ademas de reducir la susceptibilidad a la
fosforilacion por la proteina quinasa dependiente de AMP..

3. Unibn a AMP y ADR activa la enzima, al parecer a través de una conformacion
con mayor afinidad para la Fru 6-P. El efecto se ve favorecido por la presencia de
AMP..

4. Unién a Fru 2,6-B. Es el punto crucial en la activacion, al que también pueden
unirse otros azucares bisfosfato, como Fru 1,6-P, y glucosa 1,6-bisfosfato. El locus
de union es diferente al catalitico, aunque favorece la unién a Fru 6-P, y produce un
cambio en la conformacion que evita protedlisis, fosforilacion y reactividad de los
grupos tiol frente a diversos agentes. Ademas, promueve la formacién de grandes
agregados de la enzima.

1.4.3.1.1. Activacién por Fru 2,6-P»

En ausencia de efectores la enzima de rata presenta baja afinidad, ademas de
cooperatividad positiva, respecto a Fru 6-P. La presencia de Fru 2,6-P, incrementa la
afinidad en relacion al sustrato sin modificar la actividad maxima (Hers y Hue, 1983;
Pilkis y Claus, 1991), revierte la inhibicion por ATP y potencia la activacion por AMP.
Asimismo protege a la enzima de la inactivacién por calor, bajo pH o 6-PF 1-K
fosfatasa (Soling et al., 1981; Uyeda et al., 1981).

Bonamusa (1991) ha comprobado el efecto estimulador de la Fru 2,6-P,
sobre la actividad 6-PF 1-K en extractos crudos de higado de dorada, mostrando la
enzima cinéticas similares a las descritas para mamiferos con respecto a Fru 6-P,
ATP o citrato. La diferencia fundamental estriba en los elevados niveles de Fru 2,6-
P, que se encuentan en condiciones fisiolégicas en higado de dorada, en
comparacion con los observados en rata, de forma que adn en condiciones normales,
la actividad 6-PF 1-K seria susceptible de encontrarse constantemente estimulada.
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Tan so6lo en condiciones de ayuno, cuando los niveles de Fru 2,6-P, son bajos, otros
metabolitos, como el sustrato Fru 6-P, pasarian a tener un papel regulador de la
actividad. En manto de moluscos bivalvos, Villamarin et al. (1990) han comprobado
asimismo el efecto estimulador de Fru 2,6-P, sobre la enzima 6-PF 1-K.

Para la isoenzima muscular se ha visto que la unién con Fru 2,6-P, presenta
cooperatividad negativa, indicando que el lugar de unién es el mismo que para Fru
1,6-P, (Pilkis y Claus, 1991).

Se ha propuesto que la estructura terciaria de la 6-PF 1-K de mamiferos,
presenta dos dominios, unidos por 30 residuos, cada uno de ellos con similitud a la
enzima bacteriana (insensible a Fru 2,6-P,), seria resultado de una duplicacién

génica (Poorman et al., 1984).

A partir de la cristalizacion y caracterizacion de los loci catalitico y alostéricos
de la enzima procaridtica, se ha establecido qué residuos son importantes en la
union a sustrato y efectores en mamiferos (Evans y Hudson, 1979), asumiendo que
se conserva la estructura tridimensional de los dos dominios. Se ha sugerido que en
uno de los monémeros, el punto de uniéon al sustrato, Fru 6-P, ha dado lugar por
mutacion al locus de unién a Fru 2,6-P, (Poorman et al., 1984). Estudios de
mutagénesis dirigida han mostrado que el residuo Asp'27 de la 6-PF 1-K bacteriana,
es critico en la union del sustrato en el locus catalitico (Hellinga y Evans, 1987).
Este residuo aparece sustituido, en mamiferos, por una serina en el punto de unién a
Fru 2,6-P,, eliminando asi la carga negativa que podria conducir a una repulsion
electrostéatica sobre el fosfato C-2 de Fru 2,6-P,, permitiendo mas espacio y quizas

una interaccion con el ligando a través de un puente de hidrégeno.

1.4.3.1.2. Modificacion covalente por fosforilacion/defosforilacion

La fosforilacion de la 6-PF 1-K, llevada a cabo por la proteina quinasa
dependiente de AMP. en un unico punto del extremo C-terminal, no parece tener un
papel relevante en higado (Hers y Hue, 1983). Las propiedades cinéticas de las
formas fosforilada y no fosforilada no presentan grandes diferencias. Por otra parte,
la purificacion parcial de la enzima revierte el efecto producido por glucagén o
insulina, mostrando asi el papel preponderante que juega la Fru 2,6-P, (Pilkis y Claus,
1991).
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1.4.3.2. CONTROL DE LA EXPRESION GENICA DE 6-PF 1-K EN HIGADO

El ARN,, correspondiente a esta enzima incrementa sus niveles al realimentar
ratones en condiciones de ayuno, con una dieta rica en carbohidratos (Gehrinch et
al., 1988). En cambio, en rata, Hotta et al. (1991) no han observado variacién en los
niveles de ARN, por realimentacion con dietas de elevado contenido en
carbohidratos a animales ayunados, ni por tratamiento de ratas diabéticas con
insulina, a pesar de que la cantidad de proteina 6-PF 1-K si experimenta un
incremento (Dunaway et al., 1978). Hotta et al. (1991) opinan que la modulacion de
la actividad 6-PF 1-K en higado de rata tiene lugar fundamentalmente a nivel
traduccional y/o post-traduccional, en contraste con la regulaciéon de otros genes
involucrados en el control de glucdlisis y gluconeogénesis, como PEPCK, glucoquinasa
y 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, que se encuentra bajo el control reciproco de insulina y
AMP...

En humanos cada isoenzima de la 6-PF 1-K esta codificado por un gen
diferente (Vora, 1983). EI gen muscular contiene al menos dos promotores
alternativos y tres productos diferentes (Nakajima et al., 1990).

1.4.3.3. ESTRUCTURA DE LA FRU 1,6-P>ASA

La Fru 1,6-P,asa hepéatica de mamifero es un homotetrdmero con 38-41 kDa
de peso molecular por subunidad (Hosey y Marcus, 1981). Aunque respecto a su
sustrato, Fru 1,6-P,, presenta cinética hiperbdlica (Tejwani, 1983), se considera un
enzima alostérico con el AMP como inhibidor no competitivo.

Todas las Fru 1,6-P,asas nativas conocidas (mamiferos, aves, plantas, hongos,
bacterias) son inhibidas por Fru 2,6-P,, incluso las de cloroplastos (Gottschalk et al.,
1982) y Escherichia coli (Marcus et al.,, 1984), aun cuando éstos carecen del
metabolito. En todos los casos parece que la unién a Fru 2,6-P, tiene lugar en el
centro activo de la enzima, no pareciendo probable la existencia de un centro
alostérico particular para un compuesto que en algunos casos ni siquiera existe de
forma natural. En peces, las propiedades cinéticas de la Fru 1,6-P,asa de higado son
similares a las de mamiferos (Biswas y Majumder, 1985). La enzima ha sido
purificada de manto de mejillon (Barcia et al., 1991), mostrando la dependencia de
cationes divalentes que presentan la mayoria de Fru 1,6-P,asa conocidas,
constituyendo la isoforma de cerebro de rata la excepcion.

A nivel estructural el conocimiento que se tiene de otra enzima, 6-PF 1-K,
parece indicar que la apariciéon de un locus alostérico para analogos del sustrato ha
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sido un proceso evolutivamente complejo, a través de duplicacién génica, fusion y
mutacién. La comparacion de las cuatro secuencias proteicas de Fru 1,6-P,asas
conocidas hasta el momento, rifién de cerdo (Marcus et al., 1982), higado de oveja
(Fisher y Thompson, 1983), Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe (Rogers et al., 1988), indica la existencia de un alto grado de similitud pero
no la evidencia de una duplicacion génica. Ademas, no aparece evidencia de la
existencia de una segunda regién similar a la que contiene el residuo Lys274, el cual
se une al 6-fosfato del sustrato Fru 1,6-P, en el centro activo.

La enzima hepética de rata contiene 24-26 aminodcidos extras en el extremo
C-terminal (Rittenhouse et al., 1983). Esta regidn contiene secuencias de
fosforilacion para la proteina quinasa dependiente de AMP., ausentes en otras Fru
1,6-P,asas (Hosey y Marcus, 1981; Rittenhouse et al., 1985). No obstante, no
parece que la fosforilacion tenga un papel fisioldgico relevante.

En levadura, Saccharomyces cerevisiae, la enzima puede fosforilarse in vitro e
in vivo por la proteina quinasa dependiente de AMP.. La mayoria de autores
concluyen que, en levaduras, la fosforilacién disminuye la actividad enzimatica,
aumentando la sensibilidad a la inhibicion por AMP y Fru 2,6-P, (Gancedo et al.,
1983; Pohlig y Holzer, 1985), e incluso algunos autores han indicado que podria ser
una sefal que provoque degradaciéon de la enzima (Muller y Holzer, 1981; Mazén et
al., 1982). Otra levadura, Kluyveromyces fragilis, presenta también una enzima
fosforilable, proceso que parece no afectar a la inhibicion por Fru 2,6-P, y si hacerla
mas sensible a la inhibicibn por AMP (Toyoda y Sy, 1984). En levaduras la
concentraciéon elevada de AMP. es una sefial de estado alimentado que activa a la 6-
PF 2-K e incrementa los niveles de Fru 2,6-P,, metabolito que se encarga de inhibir la
actividad Fru 1,6-P,asa (Francois et al., 1984).

1.4.3.3.1. Inhibicién por Fru 2,6-P»

Pilkis et al. (1981) y Van Schaftingen y Hers (1981) descubrieron
independientemente el papel de inhibidor competitivo que presenta la Fru 2,6-P,, a
nivel micromolar, sobre la Fru 1,6-P,asa en higado de rata, y por consiguiente sobre
la gluconeogénesis. La unién favorece la inhibicién alostérica por AMP (Gidh-Jain et
al., 1994).

La Fru 2,6-P, ejerce su papel inhibidor por unién al locus catalitico, en donde
el residuo Arg243 desempefia un papel fundamental, probablemente por unién al
fosfato en 6-C de Fru 1,6-P, y Fru 2,6-P, (Giroux et al., 1994). La Lys?74 se
encuentra también implicada en la unién al inhibidor, probablemente por interaccion
con el fosfato en 2-C (El-Maghrabi et al., 1992).
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En extractos crudos de higado de dorada se ha observado que la Fru 2,6-P,
ejerce un efecto inhibidor de tipo mixto sobre la Fru 1,6-P,asa, probablemente por
unién a dos puntos, uno cercano al locus catalitico y que da lugar a una inhibicion de
tipo competitivo, y otro lejano, que desarrollaria un efecto inhibidor no competitivo
(Bonamusa, 1991).

1.4.3.3.2. Modificacion covalente por fosforilacion/defosforilacion

El suministro de glucagbn o AMP. incrementa la actividad de la enzima
hepatica en rata, lo cual indica que se produce regulaciébn de la actividad por
fosforilacion. Se ha observado que 32P; se incorpora a la enzima tanto in vivo (Riou et
al., 1977) como in vitro (Claus et al.,, 1981). Ademas, la fosforilacion da como
resultado un pequefio incremento en la V,,., asi como descensos en la K,, para Fru
1,6-P, y en la inhibicion por AMP y Fru 2,6-P, (Ekdahl y Ekman, 1985).

A pesar de todos estos datos, el papel de la fosforilacién en la regulaciéon de la
enzima no parece ser relevante. La concentracion de glucagébn necesaria para
conseguir la mitad de la incorporacibn maxima de 32P; es mucho mas elevada que la
necesaria para conseguir la mitad de la estimulacién maxima de la gluconeogénesis
(Claus et al., 1981). Por otra parte Fru 1,6-P,asa se muestra como peor sustrato de
fosforilacién para la proteina quinasa dependiente de AMP. que PK o 6-PF 2-K/Fru
2,6-P,asa.

Como en el caso de la 6-PF 1-K, el nivel de Fru 2,6-P, parece ser la via a
través de la cual se produce la regulacién hormonal de la Fru 1,6-P,asa (Hue y Rider,
1987; Pilkis y Claus, 1991).

Como ocurre en mamiferos, en dorada se ha observado que el aumento de la
actividad Fru 1,6-P,asa observado en condiciones de ayuno es fundamentalmente
debido a los bajos niveles de Fru 2,6-P, presentes bajo dichas condiciones en higado,
dado que al analizar los extractos crudos filtrados a través de Sephadex G-25 no se
han apreciado diferencias significativas entre doradas ayunadas o alimentadas
(Bonamusa et al., 1992).

1.4.3.4. CONTROL DE LA EXPRESION GENICA DE FRU 1,6-P>,ASA

Su mensajero hepatico se encuentra aumentado 10 veces en ratas
diabéticas, efecto que es revertido por insulina (EI-Maghrabi et al., 1988). In vitro el
nivel del ARN,, se ha visto incrementado por AMP. y disminuido por insulina (El-

Maghrabi et al., 1991), de forma similar a como ocurre con PEPCK.
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1.4.4. REGULACION HORMONAL DE LOS CICLOS FRU 6-P/FRU 1,6-P Y
PIRUVATO/FOSFOENOLPIRUVATO

El glucagdén y los agonistas b-adrenérgicos unidos a su receptor activan la
adenilato ciclasa, actividad que eleva los niveles de AMP, intracelular y disminuye los
de Fru 2,6-P,. Asi, por inhibicibn de 6-PF 1-K y activacion de Fru 1,6-P,asa,
descienden los niveles de Fru 1,6-P,, lo que a su vez promueve un incremento de la
sensibilidad de la PK a ser inhibida por fosforilacion. Esta modulacién, con impacto a
nivel de los ciclos de sustrato piruvato/fosfoenolpiruvato y Fru 6-P/Fru 1,6-P,,
favorece el flujo gluconeogénico. Los agonistas a-adrenérgicos también estimulan la
gluconeogénesis, aunque en menor medida y fundamentalmente a través del
aumento de Ca2* intracelular, que provoca la activacién de la proteina quinasa
dependiente de Ca2*-calmodulina, la cual fosforila e inactiva a la PK. 6-PF 2-K/Fru
2,6-P,asa, 6-PF 1-K y Fru 1,6-P,asa no son fosforilables por esta actividad, lo que
explica la poca estimulacion gluconeogénica resultado de esta accién (Pilkis y Claus,
1991).

Los efecto de la insulina son contrarios a la accién del glucagén o los
agonistas b-adrenérgicos. Ademas, la insulina puede actuar de forma opuesta a los
agonistas a-adrenérgicos sobre la PK, mecanismo poco conocido que podria deberse
a la activaciéon de la proteina fosfatasa 2A (Claus et al.,, 1986), y sobre la 6-PF 2-
K/Fru 2,6-P,asa (Assimacopoulaus y Jeanrenaud, 1990).

Insulina | Glucagon

Glucoquinasa + -
Glucolisis 6-PF 1-K

PK

6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa

|+ + +
1

Glucosa 6-fosfatasa
Gluconeogénesis Fru 1,6-Pasa
PEPCK -

1
+ +

Tabla 1.1 . Regulacion de la expresion génica de enzimas clave en la glucdlisis y gluconeogénesis
hepatica por insulina y glucagon.

El signo + indica aquellos genes cuya expresion es estimulada por la accion hormonal, mientras que el
signo - indica aquéllos cuya expresion es inhibida. Se desconoce si insulina o glucagon tienen algin
efecto sobre la expresion de la glucosa 6-fosfatasa. Basado en un esquema de Pilkis y Claus (1991).
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A largo plazo, las hormonas también modulan la expresion génica de las
enzimas implicadas en la regulacion de glucdlisis-gluconeogénesis en higado. En la
tabla 1.1 se sumariza el efecto de insulina y glucagén sobre las principales enzimas
involucradas en la sintesis y degradacién de la glucosa en higado.

1.5. FRU 2,6-P,

Este metabolito fue identificado en 1980 (Van Schaftingen et al., 1980a y
1980b) en higado de animales alimentados, como un potente efector positivo de la
6-PF 1-K, enzima clave en la glucdlisis, y simultaneamente inhibidor de la Fru 1,6-
P,asa, enzima clave en la gluconeogénesis. La presencia de Fru 2,6-P, previene,
ademas, la reversion del paso Fru 6-P a Fru 1,6-P, (Pilkis et al., 1981; Van
Schaftingen y Hers, 1981).

Mas alla de su papel activador sobre 6-PF 1-K, la Fru 2,6-P, se comporta como
un factor estabilizador de dicha enzima, protegiéndola de la inactivacion (Van
Schaftingen y Hers, 1983), proceso importante en el descenso de actividad
enzimatica observado en condiciones de ayuno o diabetes.

La tardanza en su descubrimiento fue debida diversas razones, su extrema
labilidad en medio acido, asi como el que no forme parte directa de una ruta
metabdlica importante. La Fru 2,6-P, se comporta mas como una sefial que como un

metabolito propiamente dicho (Stryer, 1995).

1.5.1. Papel de la Fru 2,6-P, en la regulaciéon del metabolismo de carbohidratos
en higado

Los dos efectos primordiales de la Fru 2,6-P, en los tejidos animales son,
como queda dicho, la activacion de 6-PF 1-K y la inhibicibn de Fru 1,6-P,asa. A
concentraciones mucho mas elevadas que las fisiolégicas también inhibe a la
fosfoglucomutasa hepatica, proceso que no parece tener un significado fisioldgico
relevante (Bartrons et al., 1985). Asimismo se ha publicado que la PK hepética
también se ve afectada por Fru 2,6-P, (Séling et al., 1981), aunque actualmente se

piense que este resultado fue obtenido probablemente a partir de una contaminacién
de la preparaciéon de Fru 2,6-P, con Fru 1,6-P..

La concentracién celular de Fru 2,6-P, esta controlada por las dos actividades

de la enzima bifuncional 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, reguladas por la concentraciéon de

varios metabolitos y por modificacibn covalente (ver apartado 1.6.). El dominio
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quinasa (6-PF 2-K) sintetiza Fru 2,6-P,, mientras que el dominio bisfosfatasa (Fru
2,6-P,asa) la degrada.

1.5.2. Efecto del estado nutricional sobre los niveles hepaticos de Fru 2,6-P;

El ayuno provoca disminuciéon en los niveles de glucégeno y Fru 2,6-P,,
paralelamente a la bajada en la actividad 6-PF 1-K (Van Schaftingen et al., 1980a).
Tras realimentacién o administracion intragastrica de glucosa los niveles de
glucégeno se recuperan en pocas horas, tras un periodo lag de unos pocos minutos.
Por el contrario, los niveles de Fru 2,6-P, no se empiezan a recuperar hasta pasadas
5 horas, periodo durante el cual se piensa que la gluconeogénensis permanece activa
a fin de proveer una parte del carbono requerido para la sintesis de glucégeno (Katz
et al.,, 1986). Se ha sugerido que hasta reponer los niveles de glucégeno, la
concentracién de hexosas 6-P permaneceria baja a fin de evitar la formacion de Fru
2,6-P,, posibilidad que es dificil de probar debido a los cambios que se producen en
los niveles de las hexosas 6-P tras decapitacion y por anestesia de los animales.

En cambio, la realimentacidon con una dieta de alto contenido en carbohidratos
provoca, en higado de rata, una rapida recuperacion de Fru 2,6-P,, debido a una
pronta disminucion de la fosforilacion de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa y una mas rapida
elevacion de la relacion insulina/glucagén que con otras dietas (Kuwajima et al.,
1986).

Dietas ricas en proteina conducen a niveles bajos en los valores de Fru 2,6-P,
y 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa (Bois-Joyeux et al., 1986), en relacién con un elevado flujo

gluconeogenético y una insulinemia baja.

1.5.3. Control hormonal de los niveles de Fru 2,6-P»

En condiciones de ayuno, los niveles de glucagdn en circulaciéon se elevan,
promoviendo, en higado, disminucion de glucégeno, estimulacion de la
gluconeogénesis y de la produccién de cuerpos cetdnicos e inhibicion de la glucélisis
y de la produccién de acidos grasos. Todos estos efectos estan mediados por la
formacién intracelular de AMP. (Hers y Hue, 1983), aunque se ha sugerido que el
inositol-trifosfato y el Ca2* citosdlico estan también involucrados como mensajeros
(Wakelam et al., 1986). El AMP, activa la proteina quinasa dependiente de AMP,, la
cual es capaz de fosforilar a cuatro enzimas controladores del metabolismo de
carbohidratos en higado: glucégeno sintasa, fosforilasa quinasa, 6-PF 2-K/Fru 2,6-
P,asa y PK. Estos cambios conducen a un descenso en la via glucolitica, coordinado
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con un incremento en los niveles de hexosas 6-P. El efecto activador de la Fru 6-P
sobre 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa resulta dificultado por la fosforilacion de la enzima,
disminuyendo en definitiva, tras pocos minutos, los niveles de Fru 2,6-P, (Bartrons
et al., 1983).

Actualmente se admite que la vasopresina, angiotensina Il y fenilefrina,
agentes a-adrenérgicos, mediante interaccion con sus receptores membranales,
causan la activacion de la fosfolipasa C, que hidroliza fosfatidil-inositolbisfosfato a
diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato. Este ultimo dispara el nivel de Ca?* citosolico
(Berridge, 1984 y Exton, 1986), estimulando la fosforilasa quinasa y otras enzimas
dependientes de Ca2*. Como resultado de esta cascada de acontecimientos, la
fosforilasa se activa, se degrada glucégeno y la concentracion de hexosas 6-P se ve
incrementada. Dado que 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa bajo estas condiciones no resulta
fosforilada, el aumento en la concentracion de Fru 6-P conduce a un aumento de Fru
2,6-P, y , como consecuencia, se produce una estimulaciéon de la glucdlisis.

La insulina antagoniza los efectos del glucagén, incrementando los niveles de
Fru 2,6-P,, aunque al parecer el aumento en los niveles de metabolito es més un
efecto del descenso en la concentracion de AMP. que del aumento de insulina (Pilkis
et al., 1988). Assimacopoulos y Jeanrenaud (1990), no obstante, han sugerido la
posibilidad de una via directa de accién de la insulina , promoviendo la activacion de
una o mas fosfatasas, que podrian defosforilar, y por tanto activar, a la 6-PF 2-K/Fru
2,6-P,asa. En cultivos de hepatocitos, niveles altos de insulina y bajos en glucagén
provocan, secuencialmente, incrementos en la actividad 6-PF 2-K, niveles de Fru 2,6-
P,, activacion de PK y en definitiva una elevada tasa de funcionamiento de la

glucdlisis (Probst y Unthan-Fechner, 1985).

Animales diabéticos y urémicos presentan niveles bajos de Fru 2,6-P,,

situacion inversa a la encontrada en ratas obesas (Van Schaftingen, 1990).

En mamiferos se ha observado que la anoxia incrementa la glucdlisis, por
estimulacion de la 6-PF 1-K, fundamentalmente a través de AMP (Ramaiah, 1974).
Esta activacion no es resultado de una elevacion en los niveles de Fru 2,6-P,, dado
que la concentracion de éste disminuye en situacidn de anoxia. Contrariamente, en
plantas, la Fru 2,6-P,, que también tiene papel activador de la glucdlisis, aumenta
fuertemente sus niveles como consecuencia de la anoxia (Mertens et al., 1987).
Brooks et al. (1991) han observado una disminucion de la demanda energética en
moluscos bajo condiciones de anoxia, relacionada con un descenso del flujo
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glucolitico a través de cambios covalentes sobre las enzimas PK, 6-PF 1-K y
glucégeno fosforilasa. De forma similar, la hibernacién en los mamiferos provoca un
descenso del flujo glucolitico, promoviendo una menor tasa metabdlica y
favoreciendo gluconeogénesis, a través de la inactivacion por fosforilacion de 6-PF 1-
K, PK y por defosforilacion de glucégeno fosforilasa, sin que los niveles de Fru 2,6-P,
se vean afectados (Storey, 1987a).

En peces la anoxia conduce a una disminucién de los niveles hepaticos de Fru
2,6-P,, promoviendo un descenso del flujo glucolitico y del metabolismo basal
(Storey, 1987b).

La letargia inducida por el frio y el ayuno se ha visto que también provocan
descensos paralelos en los niveles de Fru 2,6-P, y de las enzimas glucoliticas 6-PF 1-
Ky PK en higado de lagarto (Gonzalez et al., 1988).

1.5.4. Fru 2,6-P, en Sparus aurata

Este metabolito esta sujeto a regulaciéon nutricional en higado de dorada.
Nuestro grupo ha comprobado una elevacién de sus niveles, hasta 30 veces
superiores a los encontrados en rata, como consecuencia de alimentacién con dietas
ricas en carbohidratos (Garcia de Frutos et al., 1990).

Tras 1 dia de ayuno los niveles de Fru 2,6-P, practicamente no se diferencian
de los de peces alimentados. En cambio, los niveles del metabolito en higado
descienden de forma significativa a los 8 dias de ayuno, mientras que un ayuno mas
prolongado (20 dias) promueve un descenso aun mayor (Garcia de Frutos et al.,
1990). En rata, por el contrario, el metabolito desciende a niveles minimos después
de tan s6lo 24 horas de ayuno (Bois-Jeyoux et al., 1986).

En peces, como ocurre en mamiferos, el mecanismo involucrado en la
disminuciéon de Fru 2,6-P, en ayuno podria asociarse directamente con el aumento
del glucagon y del AMP. intracelular (Baanante et al., 1991).

En dorada, durante el transcurso de las primeras horas de realimentacion en
animales sometidos previamente a un ayuno de 24 horas, junto a niveles elevados
de glucdégeno, se encontré un descenso de Fru 2,6-P, (Garcia de Frutos et al.,
1991). Este bajo nivel de Fru 2,6-P, observado en las primeras etapas de la
realimentaciéon se correlaciona con el bajo nivel de activacion de la 6-PF 2-K,
mientras que la forma total de la enzima permanecia invariable. Estos resultados
sugirieron la existencia de un fino mecanismo de regulaciéon de los niveles de Fru 2,6-
P, a través de procesos de fosforilacion/defosforilacion. EI mantenimiento de niveles

bajos del metabolito parece responder a un mantenimiento de la gluconeogénesis, a
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fin de aportar hexosas fosfato que, fundamentalmente, se desviarian hacia la via de
las pentosas fosfato en mayor medida que hacia la sintesis de glucégeno, como
ocurre en mamiferos (Bois-Joyeux et al.,, 1986). De esta forma, los peces pueden
generar poder reductor util para la sintesis de novo de &acidos grasos, principal

reserva energética en estos organismos.

1.5.5. Fru 2,6-P, en la evolucioén

En la actualidad se admite que animales, plantas y hongos se han separado
recientemente, de forma relativa, durante la evolucién. Contrariamente, protozoos
como los euglenoides, los tripanosomatidos y los microspéridos, se separaron del
tronco evolutivo mucho antes que el resto de eucariotas. Por ello no sorprende que
en algunos protozoos, asi como en ciertos procariotas, la Fru 2,6-P, se encuentre
ausente o desempefiando un papel diferente al descrito.

En tripanosomatidos, la primera parte de la glucdlisis tiene lugar en unos
organulos especializados, los glicosomas. Este hecho parece ser la razén por la que la
Fru 2,6-P, en estos organismos no estimula a la 6-PF 1-K (Cronin y Tipton, 1985), y
si a la PK, Unica enzima glucolitica regulable que esta presente en citosol (Van
Schaftingen et al., 1985). En estos organismos las actividades enzimaticas 6-PF 2-K
y Fru 2,6-P,asa se encuentran ubicadas en proteinas diferentes (Van Schaftingen et
al., 1987).

En Dictyostelium discoideum, el papel que desempefa la Fru 2,6-P, es
basicamente el control de la gluconeogénesis por inhibicién de la Fru 2,6-P,asa, sin
afectar a las enzimas glucoliticas (Aragon et al., 1986).

En protozoos carentes de mitocondrias, como Trichomonas vaginalis,
Tritrichomonas foetus e Isotricha prostoma, no se han detectado Fru 2,6-P,, 6-PF 2-
K ni 6-PF 1-K, sin embargo si que presentan la actividad PP,~6-PF 1-K (6-fosfofructo
1-quinasa dependiente de pirofosfato inorganico) (Mertens et al., 1986).

En procariotas no se ha encontrado Fru 2,6-P, (Cséke et al., 1982).

En la tabla 1.2 se sumariza la presencia y papel regulador de la Fru 2,6-P, en

diferentes organismos.

En conclusion, el hecho de que el metabolito se encuentre en
tripanosomatidos, euglenoides, plantas, hongos y animales, indica su presencia en el
organismo ancestro de todos ellos, que deberia haber vivido hace unos 10° afios
(Cavalier-Smith, 1987). A partir de su aparicion en la evolucioén, la Fru 2,6-P, se ha
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conservado, sin que haya conocimiento de ningun organismo de evolucion posterior
que carezca del metabolito. Su modo de accion también ha sido bastante
conservado, todas las 6-PF 1-K de animales y hongos conocidas son estimuladas por
este efector. Van Schaftingen et al. (1990), basandose en la carencia del efecto
producido por el metabolito sobre la 6-PF 1-K bacteriana y en la inhibicién eficaz
observada sobre la Fru 1,6-P,asa bacteriana, han especulado que esta inhibicion seria
la funcién original de la Fru 2,6-P,, proceso que tendria lugar por unién en el centro
activo y que asi ha sido mantenido a lo largo de la evolucion. Por el contrario, la
union del metabolito a la 6-PF 1-K tiene lugar en un locus alostérico que habria
aparecido tras duplicacion génica, ligaciéon y mutacion. La funcion mas constante de
la Fru 2,6-P,, inhibicion de la Fru 2,6-P,asa, parece ser la funcion primitiva, presente
quizas ya en un precursor protoeucaridtico que la podria sintetizar. A partir de este
punto, habria sido mas ventajoso reforzar el mecanismo regulador antagonizando el
efecto ejercido en la gluconeogénesis, a través de la regulacion de 6-PF 1-K, PP,~6-

PF 1-K o PK segun la rama evolutiva (tabla 1.2).

Fru 2,6-P, Enzimas modulados por Fru 2,6-P,
Activacion Inhibicién
Animales Presente 6-PF 1-K Fru 1,6-P,asa
Plantas Presente PP~6-PF 1-K Fru 1,6-Pjasa
Eucariotas | Saccharomyeces cerevisiae Presente 6-PF 1-K Fru 1,6-Pjasa
Dictyosteliuym discoideum Presente - Fru 1,6-Pjasa
Trypanosoma brucei Presente PK -
Euglena gracilis Presente PPi~6-PF 1-K Fru 1,6-P,asa
Procariotas | Escherichia coli Ausente - Fru 1,6-P,asa

Tabla 1.2 . Presencia y papel regulador de la Fru 2,6-P, en diferentes organismos.

En la tabla, basada en un diagrama publicado por Van Schaftingen et al. (1990), no aparecen otros
organismos que carezcan del metabolito. Con un guién (-) aparecen indicados aquellos organismos en
los que no se ha probado un efecto activador o inhibidor de Fru 2,6-P, sobre actividades enziméticas

de glucdlisis o gluconeogénesis. En los Procariotas no se ha detectado la presencia de Fru 2,6-P,, sin
embargo la incubacion con el metabolito provoca inhibicidn de la actividad Fru 1,6-P,asa en Escherichia
coli.
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1.6. 6-PF 2-K/FRU 2,6-P,ASA

La enzima bifuncional 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa se encarga de la sintesis y
degradacion de Fru 2,6-P,. La sintesis es catalizada por la actividad 6-PF 2-K, a
través de la transferencia del gfosfato del ATP al C-2 de la Fru 6-P, segun la
reaccion:

Fru6-P + Mg:ATP =) Ery 2,6-P, + Mg-ADP

La degradaciéon se produce por transferencia del grupo 2-P de la Fru 2,6-P,, al
agua a través de la actividad Fru 2,6-P,asa:

Fru 2,6-P; + HyO =g L1y 6-P + Pj

La enzima fue descubierta en higado de rata (El-Maghrabi et al., 1982a y
1982b; Lively et al., 1988). En mamiferos se han descrito posteriormente otras
isoformas de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en musculo esquelético (Darville et al., 1988;
Kitamura et al., 1989), corazon (Kitamura y Uyeda, 1987; Tsuchya y Uyeda, 1994),
testiculo (Sakata et al., 1991) y cerebro (Ventura et al., 1992).

En dorada, nuestro grupo ha purificado las formas hepatica (Garcia de Frutos y
Baanante, 1994) y muscular (Garcia de Frutos y Baanante, 1995).

Dentro de los vertebrados, la enzima ha sido detectada, ademéas de en
mamiferos y peces, en aves (Van Schaftingen y Hers, 1986) y anfibios (Pyko et al.,
1993; Sakai et al., 1994). Asimismo, se ha encontrado en invertebrados marinos,
concretamente en manto de mejillén (Vazquez-lllanes et al., 1991 y 1992).

Las diversas isoformas aparecen muy conservadas en los vertebrados. Todas
mantienen la estructura central con dominios quinasa y bisfosfatasa. La diferencia
mayor entre ellas recae en la longitud y composicién de los extremos amino y
carboxilo terminal, con presencia o ausencia de puntos de fosforilacién por proteinas
quinasas en estas regiones.

La 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado de rata es fosforilable por la proteina
quinasa dependiente de AMP., proceso que da como resultado la activacion del
dominio bisfosfatasa y la inhibicion del dominio quinasa (Pilkis et al., 1995). La
defosforilacion promueve el efecto contrario sobre ambas actividades. De esta
forma, en higado, los niveles elevados de AMP. conllevan a un descenso de los de Fru
2,6-P,. El estado de fosforilacion esta modulado por ligandos. Los inhibidores de la
quinasa, glicerol 3-P, fosfoenolpiruvato y citrato, refuerzan su efecto estimulando la
fosforilacion, efecto que es disminuido por la presencia de Fru 2,6-P, (figura 1.3).
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Las caracteristicas cinéticas y de fosforilacion de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de
higado de Sparus aurata presentan ligeras diferencias respecto a las de la enzima de
rata (ver apartado 1.6.7.) (Garcia de Frutos y Baanante, 1994).

H-0 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa-P

@ N ADP
Fru 2,6-P >
) Proteina quinasa
Proteina dependiente de
fosfatasa i
Citrato AMP
Fosfoenolpiruvato =g
Glicerol 3-P
Pi 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa ATP

Figura 1.3 . Regulacion de la fosforilacion de la enzima bifuncional 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en

higado de rata.
Citrato, fosfoenolpiruvato y glicerol 3-P favorecen la fosforilacién de la enzima por la proteina quinasa
dependiente de AMP.. La presencia de Fru 2,6-P, disminuye el rango de fosforilacién provocado por

la presencia de los ligandos. Esquema tomado de Van Schaftingen (1990).

A nivel tisular, la diferencia mas importante entre las isoformas de mamiferos
es la variabilidad en la afinidad de la bisfosfatasa por Fru 2,6-P,, 1000 veces superior
en la forma hepatica. Por otra parte, mientras la enzima de musculo esquelético de
rata presenta una actividad quinasa baja, en la de corazén de bovino, la bisfosfatasa
es la disminuida. En dorada, a diferencia de la situacion en rata, la isoforma de
musculo esquelético presenta una elevada relacion entre las actividades quinasa y
bisfosfatasa (Garcia de Frutos y Baanante, 1995).

En levaduras han sido descritas dos isoenzimas de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa,
producto de genes diferentes, PFK26, con actividad exclusivamente quinasa y
fosforilable en el extremo C-terminal del dominio bisfosfatasa (Kretschmer vy
Fraenkel, 1991), y FBP26, con actividad mayoritariamente bisfosfatasa y sin puntos
fosforilables (Kretschmer et al., 1992).

En células de hepatoma de rata ha sido detectada una enzima 6-PF 2-K
monofuncional (Loiseau et al., 1988), presente también en hepatocitos fetales del
mismo animal (Martin-Sanz et al., 1987).
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1.6.1. Propiedades generales del dominio 6-PF 2-K en la enzima hepatica

La quinasa puede utilizar GTP y (g-3°S)ATP como donadores de fosfato,
ademéas de ATP. El aceptor preferido del grupo fosfato es D-Fru 6-P, aunque L-
sorbosa 6-P puede servir también como aceptor. El pH 6ptimo para esta actividad
estid entre 8 y 9.

La enzima también cataliza reacciones de intercambio entre ATP y ADP, asi
como entre Fru 6-P y Fru 2,6-P,, lo que ha llevado a sugerir un mecanismo de
catdlisis covalente, aun cuando el intermediario fosfoenzimético covalente no haya
sido detectado (El-Maghrabi et al., 1990). Siguiendo el curso estereoquimico de la
reaccién, se ha visto que probablemente la reaccidbn sea resultado de una
transferencia directa del grupo fosfato entre dos sustratos sin que haya formacion
de un fosfoenzima intermediario (Kountz et al., 1988).

Estudios cinéticos muestran inhibicion de la reaccion de la enzima bifuncional
de rata por sus productos, ADP (competitivamente con ATP) y Fru 2,6-P, (no
competitivo con ningun sustrato). Kountz et al. (1988) encuentran al P; no esencial
para la actividad y sin efecto a concentraciones maximas de Fru 6-P, no obstante
reduce su K, a niveles fisiolégicos. Citrato, fosfoenolpiruvato y glicerol 3-P
(competitivo con Fru 6-P) son inhibidores. Al AMP le han otorgado algunos autores
efecto activador, mientras que otros no han observado este efecto (El-Maghrabi et
al., 1990).

La regulacién de la isoenzima de higado de dorada presenta algunas
caracteristicas especificas (apartado 1.6.7.). La diferencia fundamental estriba en la
menor capacidad de inhibicién por glicerol 3-P presentada por la actividad quinasa
(Garcia de Frutos y Baanante, 1994). La insensibilidad a glicerol 3-P también se ha
encontrado en la enzima de musculo esquelético de dorada (Garcia de Frutos y
Baanante, 1995), mamiferos y anfibios (Pyko et al., 1993), asi como de manto del
molusco bivalvo Mytilus galloprovoncialis (Vazquez-lllanes et al., 1992).

La 6-PF 2-K y la reaccidén de intercambio entre Fru 6-P y Fru 2,6-P, son
especificamente abolidas por el sistema oxidativo ascorbato/Fe3+. La adicion de DTT
reestablece las funciones, atribuyéndose la inactivacién a la oxidacién de uno o mas
residuos de cisteina esenciales para la reaccion que utiliza azucares fosfato. El ATP
previene de la inactivacion por oxidacion al ser afiadido a enzima parcialmente
oxidada, por inducciéon de un cambio conformacional en la enzima, haciéndola
probablemente menos susceptible a modificacion y protedlisis.

Quinasa y reaccioén de intercambio de azUcares son ademas muy sensibles a la
inactivacion por agentes que modifican grupos tiol, como la N-etilmaleimida y el p-
cloromercuribenzoato. Esos mismos grupos son alquilados por yodoacetamida, lo que
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aungue disminuye la afinidad por Fru 6-P, eleva unas 10 veces la V., a través de un
fuerte incremento de la K; para Fru 2,6-P,. Todos estos efectos estdn de acuerdo
con la posible participacion de grupos sulfhidrilo en la unién con los azucares fosfato.
Asimismo, se ha visto que en las reacciones de unién a nucledtidos interactian
grupos sulfhidrilo reactivos (EI-Maghrabi et al., 1987).

1.6.2. Propiedades generales del dominio Fru 2,6-P,asa en la enzima hepatica

La reaccion que cataliza es especifica para el fosfato de la posicion C-2 de la
Fru 2,6-P,. No requiere cationes divalentes y tiene un pH 6ptimo entre 5.5 y 6.5.
Tanto el sustrato, Fru 2,6-P,, como el producto de la reaccion, Fru 6-P, inhiben la
actividad enzimatica en rata (Van Schaftingen y Hers, 1982; Stewart et al., 1985).
P, y glicerol 3-P la activan a concentraciones saturantes (micromolares) del sustrato
Fru 2,6-P,, comportandose inhibitoriamente a concentraciones mas bajas, acciones
que se desarrollan antagonizando la unién a Fru 2,6-P, y Fru 6-P, respectivamente. P;
y glicerol 3-P son al parecer necesarios para la actividad bisfosfatasa, in vivo, en
rata, donde las concentraciones de Fru 2,6-P, son del orden micromolar.

Pilkis et al. (1983b) postularon que la reaccién involucra la formacién de una
3-fosfohistidina en la subunidad enziméatica. Stewart et al. (1985) demostraron que
la formacion y la desaparicion del fosfoenzima intermediario tiene lugar con la
necesaria rapidez. Estudios por resonancia magnética nuclear con [3P] han
confirmado la presencia de este intermediario (Okar et al., 1995). La reaccién que se
ha postulado se muestra esquematizada en la Figura 1.4 .

Ee Fru 2,6-P, ~—— E~Pe Fru 6-P

Fru 2,6-P» 2
Fru 6-P
1 3
E E~P
Ve 6 4
i Ho0
5

Ee P ~—— E~P= H,0

Figura 1.4 . Modelo de reaccion postulado para la actividad Fru 2,6-P,asa.

El rango de formacion del fosfoenzima intermediario (E~P) tiene al menos dos érdenes de magnitud
mayor que el de su hidroélisis. El punto limitante de la reaccion parece ser el paso 3, en razén a la
aceleracion que se da si se elimina la Fru 6-P, asi como por fosforilacion, proceso responsable de la
elevacion de la K; para Fru 6-P. Esquema basado en ElI-Maghrabi et al., 1990.
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1.6.3. Evidencia de dos loci cataliticos

Se ha sugerido la existencia de dos lugares de unién para Fru 6-P en la enzima
bifuncional a partir de las respuestas opuestas de las dos actividades de la enzima al
P; (Kountz et al., 1986; Stewart et al., 1985). Ademas, las dos actividades parecen
presentar diferentes mecanismos de catdlisis, la de la bisfosfatasa por la formacion
de una fosfohistidina intermediaria, y la de la quinasa a través de una transferencia
directa de un grupo fosfato entre ATP y Fru 6-P. La independencia entre los
donadores de fosfato para ambas reacciones o el diferente pH 6ptimo durante la
catalisis son razones que se suman a la hora de concluir que la unién de la Fru 6-P a
la enzima bifuncional sucede en dos lugares diferentes. Fisicamente ambas
actividades también se presentan separadas, habiendo sido expresadas en
Escherichia coli por separado (Tauler et al., 1988; Tauler et al., 1989).

1.6.4. Estructura de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado de rata

La 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado de rata es un homodimero, en el que
cada una de las dos cadenas peptidicas consta de 470 aminoacidos (Lively et al.,
1988). El ADN, correspondiente al mensajero hepatico de rata tiene una secuencia
codificante de 1410 pb (Colosia et al., 1987; Darville et al., 1987).

El conocimiento de la secuencia primaria revelé que en el extremo N-terminal
se encuentra la zona reguladora de ambas actividades. A continuacién se sitla el
dominio quinasa, mientras que la mitad C-terminal alberga la actividad bisfosfatasa.
Esta estructura parece ser el resultado de una fusién génica entre los dominios
bisfosfatasa y quinasa, que han dado lugar a la enzima bifuncional (Bazan et al.,
1989).

1.6.4.1. REGULACION POR FOSFORILACION

La enzima bifuncional hepatica de rata es un buen sustrato para la proteina
quinasa dependiente de AMP., que fosforila la Ser32 incluida en la secuencia
25VLQRRRGSSIPQ36 (Murray et al., 1984). Ninguna otra quinasa estudiada se ha visto
capaz de fosforilar a la enzima. La secuencia consensus RXXDXXXY, situada en los
residuos 352 a 358, podria ser también reconocida por proteinas quinasas
especificas de tirosinas, aunque ni in vivo ni in vitro hay evidencia de que sea
fosforilada por tales quinasas (Darville et al., 1987).
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La isoenzima hepética de rata resulta afectada, en sus dos actividades, por
fosforilacion/defosforilacion. La fosforilacion inhibe la actividad 6-PF 2-K a través de
un incremento de 20-30 veces de la K, para Fru 6-P, asi como disminuyendo la V.
a un 50-65% (Pilkis et al., 1995). Simultdneamente se activa la Fru 2,6-P,asa a
través de un aumento de 2-3 veces en la V.., probablemente a través de un
incremento en el rango de disociacion de Fru 6-P del complejo E~P=Fru 6-P. Dado
que la fosforilacién de la Ser32 de la enzima de higado de rata, ubicada en una zona
previa al dominio quinasa, afecta a las dos actividades de la enzima bifuncional, cabe
suponer que los extremos amino y carboxilo terminal de la enzima se comunican.
Esta posible comunicacién entre los extremos parece tener un papel fundamental en
las actividades de la enzima. Se ha postulado que la defosforilacion del homodimero
provoca la interaccion de los extremos amino y carboxilo de las dos subunidades con
los centros activos, proceso que promueve inhibicién de la actividad bisfosfatasa y
activacion de la quinasa (Pilkis et al., 1995).

Argaud et al. (1995) atribuyen a la regulacion por fosforilacion de la 6-PF 2-
K/Fru 2,6-P,asa mas relevancia que al control por la cantidad de enzima.

Fundamentalmente la fosfatasa 2A y también la 2C son las actividades
encargadas de la defosforilacion de la enzima bifuncional de higado de rata,
reactivando 6-PF 2-K e inhibiendo Fru 2,6-P,asa. Hasta el momento se desconoce
que haya regulacion hormonal o por metabolitos de este paso, aunque hay indicios
de que alguna fosfatasa podria ser activada por elevados niveles de insulina
(Assimacopoulaus y Jeanrenaud, 1990).

La isoforma de higado de pollo también ve afectada ambas actividades por
fosforilacion (Pilkis et al., 1995). Salvo la isoenzima de corazén, el resto de
isoformas en mamiferos han perdido la regiéon fosforilable, como ocurre en musculo y
testiculo, o sus actividades no se ven afectadas por fosforilacion, caso del cerebro.

La forma de 58 kDa de corazéon de bovino posee, en cambio, dos residuos
fosforilables, Ser466 y Thr475, situados en la region C-terminal del dominio
bisfosfatasa. La fosforilacién de la Ser por la proteina quinasa dependiente de AMP,
activa la quinasa sin afectar la actividad bisfosfatasa, mientras que la fosforilacién de
la Thr por la quinasa dependiente de Ca2* no afecta a ninguna actividad. La isoforma
de corazén de 54 kDa no presenta ninguno de estos puntos de fosforilacién, aunque
al igual que la de 58 kDa, es fosforilable, por la quinasa dependiente de AMP., en
Ser?® (Rider et al., 1992).

La enzima de corazén de rata es fosforilable por ambas quinasas en las serinas
en posiciones 466 y 483 (Depre et al., 1993).
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Por su parte la isoenzima PFK26 de levadura también puede ser fosforilada
por la proteina quinasa dependiente de AMP. en la Seré44 de la zona C-terminal,

activando su Unica actividad, la quinasica (Francois et al., 1988).

Por otra parte, se ha visto que la enzima de higado de rata es ribosilada por
una ADP-ribosil transferasa especifica de Arg (Rosa et al., 1995), preferentemente
en los residuos de las posiciones 29 y 30. La ribosilaciéon bloquea la fosforilacion
dependiente de AMP., disminuyendo la actividad quinasa sin afectar a la actividad
bisfosfatasa. Se ha interpretado este proceso como un mecanismo regulador a nivel
post-transcripcional con un papel fisiol6gico todavia no esclarecido.

1.6.4.2. RESIDUOS IMPORTANTES EN EL MECANISMO DE REACCION DEL
DOMINIO QUINASA

El alineamiento y la comparacion de las secuencias de las 6-PF 1-K
bacterianas, las 6-PF 1-K de mamiferos y el dominio N-terminal de las 6-PF 2-K,
muestran una gran similitud estructural y funcional. Los residuos “8EHGY-6(aa)-
SICND62 de la 6-PF 2-K presentan un elevado grado de similitud con la secuencia
114EHE-7(aa)-TIDND*2°® de 6-PF 1-K de Bacillus stearothermophilus, secuencia que
forma parte del centro activo y que es altamente conservada en todas las 6-PF 1-K
(Shirakihara y Evans, 1988). Estos residuos se considera que formarian parte del
centro activo en la enzima 6-PF 2-K.

El aminoacido Asp!27 de las 6-PF 1-K, clave en el mecanismo de reaccion, se
corresponde con la Cys160 en 6-PF 2-K (EI-Maghrabi et al., 1987), en donde actuaria
como un catalizador tipo base débil. En la enzima de musculo esquelético este
residuo se corresponde con Cys138 quién para Crepin et al. (1993) no tiene papel de
catalizador base, aunque Kurland et al. (1993) le atribuyen de todas formas un papel
importante en el centro activo, dado que su sustitucion por Ala conduce a la
supresion de la actividad quinasa. Abundando en la posible importancia de esta Cys,
se ha observado que este residuo se conserva en la PFK26 de levadura, enzima con
actividad exclusivamente quinasa (Kretschmer y Fraenkel, 1991). Sin embargo, no se
encuentra en la FBP26 de este organismo, cuya actividad es fundamentalmente
bisfosfatasa (Kretschmer et al., 1992). En musculo esquelético de rata, los residuos
Args2 y Asplo8 y Aspl40 también parecen desempefiar un papel importante en la
catdlisis (Bazan et al., 1989 y El-Maghrabi et al., 1990).
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El residuo Asp12° de la 6-PF 1-K bacteriana, esencial en la catélisis por uniéon a
Mg2+, se alinea con la Asp162 en la 6-PF 2-K, aunque Crepin et al. (1993) al sustituirla
por Ser no observd cambio en la V.

Por homologia con las 6-PF 1-K bacterianas, Arg195, Arg23° y Arg238 de 6-PF 2-
K, se consideraron como los posibles candidatos en la unién del sustrato. El primero
es un residuo que se ha mostrado critico en la unién a Fru 6-P a través de una
interaccion muy especifica. Los dos ultimos, importantes en la unién a Fru 6-P en 6-
PF 1-K, se encuentran involucrados fundamentalmente en la uniéon a ATP (Li et al.,
1992a), con la participacion del Asp139, implicado en la unién a Mg?* (Rider et al.,
1994). ElI-Maghrabi et al. (1987) han atribuido un papel importante en la unién del
sustrato a las cisteinas situadas en las posiciones 107, 160, 183 y 198, ya que al
reaccionar con yodoacetamida se reducia en gran medida la capacidad de unién a Fru
6-P. Recientemente, Rider et al. (1995), han sefialado a las argininas de las
posiciones 104 y 225, ademas de la Arg9, como los residuos mas importantes en la
unién a Fru 6-P.

En la forma hepética de pollo la union a Fru 6-P se lleva a cabo a través de
residuos diferentes, siendo la Lys2% (Glu en mamiferos) el candidato principal para la
unién (Lange et al.,, 1991). La cinética frente al sustrato también es diferente,
hiperbdlica en ausencia de P; en pollo y sigmoidal en rata (Bazan y Fletterick, 1990).

La secuencia “8GLPARGKT®5, que se encuentra conservada en las
fosfofructoquinasas conocidas, es similar al patron descrito para uniéon de ATP a
proteinas (GXXXXGKT/9, (Walker et al.,, 1982; Pain, 1986). Una segunda
secuencia caracteristica de unién a nucleétidos se asocia con la secuencia
121REEGHVAVFD?30, que crearia una cavidad cuyo papel seria el ser centro de unién
para nucleétidos.

De los diversos efectores (ADP, GDP y P, como activadores y el inhibidor
fosfoenolpiruvato) que afectan la actividad 6-PF 1-K bacteriana por unién en un
mismo locus alostérico, s6lo el P, mantiene un efecto importante sobre el locus
derivado del bacteriano en el dominio 6-PF 2-K (Li et al., 1992a).

1.6.4.3. RESIDUOS IMPORTANTES EN EL MECANISMO DE REACCION DEL
DOMINIO BISFOSFATASA

Se han encontrado fuertes analogias estructurales y funcionales entre el

dominio bisfosfatasa de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa y las fosfoglicerato mutasas y
fosfatasas &cidas (Pilkis et al., 1995).
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Por analogia con las mutasas, todo apunta a que es la His?58 el fosfoaceptor
en la forma hepética de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de rata. El entorno de este
residuo, presenta una gran similitud con el centro activo de las fosfoglicerato
mutasas, alrededor de la His® (Blundell et al., 1987; Pilkis et al., 1987). En posicion
392 y espaciada 134 residuos, se ha encuentrado otra His que acompafaria a His258
en el centro activo de la Fru 2,6-P,asa. Este espacio entre las histidinas, de
aproximadamente unos 170 aminoacidos, también se encuentra en las isoformas de
cerebro y muasculo humano, asi como en las bisfosfoglicerato mutasas de raton,
conejo y humana.

La sustitucion de His258 por Ala promueve la pérdida de actividad Fru 2,6-
P,asa, al impedir la formacion del fosfointermediario. La sustitucion de His392 por Ala
da lugar, asimismo, a un descenso de la actividad entre 50 y 100 veces y de la
formacion del fosfointermediario de 1500 veces (Tauler et al., 1990). Otro residuo
cercano a éstos en la configuracion espacial, el Glu327, conservado en todas las
bisfosfatasas y mutasas, parece también importante. Su sustitucion por Ala, GIn o
Asp, disminuye la actividad 50 veces y la formacion del intermediario 1000 veces
(Lin et al., 1992a).

La forma PFK26 de levadura, sin actividad bisfosfatasa, carece del residuo que
actua como fosfoaceptor en la Fru 2,6-P,asa de rata, His258, presentandola sustituida
por una Ser (Kretschmer et al., 1993).

La Pro160 de la fosfoglicerato mutasa se corresponde a la Pro376 en la Fru 2,6-
P,asa. Este residuo contribuye al correcto plegamiento de la estructura de la Fru 2,6-
P,asa, estabilizando la fijaciébn de las cadenas a y b en la mitad C-terminal de la
enzima de rata (Bazan et al., 1989). Tres residuos conservados entre las diferentes
mutasas, Arg’?, Arg®® y Glu8é en levadura, que parecen potencialmente importantes
para su actividad, se encuentran analogamente en las posiciones 257, 307 y 327 de
la bisfosfatasa (Bazan y Fletterick, 1990).

El dominio bisfosfatasa consta de 220 aminoacidos, mientras que las mutasas
de levadura y humana presentan 240. La diferencia estriba en que se habria
producido una deleccién en la cola de la Fru 2,6-P,asa. Esta zona esta implicada en
conferir especificidad de sustrato en la fosfoglicerato mutasa, lo que podria explicar
la incapacidad de ésta en la utilizacion de Fru 2,6-P, como sustrato (Tauler et al.,
1987).

La estructura tridimensional del dominio bisfosfatasa (residuos 251-440) de
la enzima hepatica de rata, que ha sido resuelta recientemente, muestra una
estructura espacial similar a la de las mutasas (Lee et al., 1994b) y confirma el
modelo comentado. En el centro activo aparecen los anillos imidazol de los residuos
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His258/392 separados 4 A. A 3A de la segunda se halla Glu3?27. En la figura 1.5 se
muestra el esquema modelo de catdlisis para la reaccion de la Fru 2,6-P,asa

propuesto por Pilkis et al. (1995).

Arg 257 pys 258

E-P* H,0 E-P,

Figura 1.5 . Modelo de catélisis en la reaccién de la Fru 2,6-Pjasa.

Paso 1: La donacion de un protén, por parte de His3%, sobre el enlace fosfodiéster en C-2 de la Fru 2,6-
P, (en punteado) permite la formacion del fosfoenzima intermediario (E-P) entre el fosfato en C-2 del

sustrato e His2%8 de la enzima, proceso que es facilitado por la presencia de cargas + (Arg?’ y Arg307).
Lys3®6 y Arg3®2 ayudan, asimismo, al posicionamiento del sustrato en el centro catalitico, por
interaccion con el grupo fosfato de C-6 de la Fru 2,6-P,. Paso 2: Fru 6-P permanece unida a través de

las uniones en C-6, mientras que Glu3?’ mantiene protonada a la His3%. Paso 3: Hidrélisis del
intermediario fosfoenzimatico. Glu3?” en presencia de H,O puede actuar como base, dejando asi de

estabilizar a His3%2, quién a su vez desetabilizaria la unién entre el fosfato e His?%8 por captacion de un
proton. Paso 4: El fosfato es expulsado del centro catalitico por Arg?>” y Arg3%’. EI modelo presentado
en la figura ha sido tomado de Pilkis et al. (1995)

Se ha propuesto que los residuos 333-361 formarian un brazo superficial
sobre el centro activo (Bazan et al., 1989), hecho confirmado mediante la resolucion
de la estructura cristalina (Lee et al., 1994b). Entre estos residuos se encuentran 8
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Glu, 2 Asp y 4 aminoacidos basicos (Args352, Lys356 | Arg358 y Args360). Los dos
primeros aminacidos basicos intervienen en la unién al grupo fosfato del
sustrato/producto en C-6 (Li et al, 1992b y 1992c), mientras que Args360
contribuye a la unién al grupo fosforilo en C-2 de Fru 2,6-P,. El residuo Arg3%8 no
parece estar implicado en mecanismos de union o catalisis (Li et al., 1992b). Otros
dos residuos, Arg257 y Arg307, parecen importantes en el contacto en C-2 (Lin et al.,
1992b). En la isoforma de cerebro bovino, Arg307 esta sustituida por Ser, siendo al
parecer responsable de la elevada K, para Fru 2,6-P,, 2000 veces superior al valor
observado en rata (Pilkis et al., 1995).

La actividad bisfosfatasa no hidroliza nucledtidos, aunque en la region del
centro activo se encuentra una secuencia similar al motivo caracteristico de unién a
nucleétidos. Lee et al. (1994a) al expresar el dominio Fru 2,6-P,asa en Escherichia
coli, han observado activacion por ATP y GTP a concentraciones saturantes de Fru
2,6-P,, e inhibicion por competicién a concentraciones subsaturantes de sustrato. La

unioén a nucledtidos parece por tanto posible, aunque innecesaria para la actividad.

1.6.5. Genes de 6-PF 2-K/Fru 2,6-Poasa

Las multiples isoformas de la enzima bifuncional presentes en mamiferos, son
codificadas por al menos cuatro genes.

Un gen codifica para las 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado y de mdusculo
esquelético en rata (Darville et al., 1989; Lange et al., 1992). Situado en el
cromosoma X, con un tamafio de 60 Kb y compuesto por 14 exones, genera,
ademas de las isoformas de higado y musculo esquelético, la forma fetal, a través
del uso alternativo de tres promotores diferentes. Ademas de este gen, otros tres
diferentes codifican para las isoformas de corazén (Kitamura y Uyeda, 1987;
Tsuchya y Uyeda, 1994), testiculo (Sakata et al., 1991) y cerebro (Ventura et al.,
1992).

Los 33 aminacidos del extremo N-terminal de la enzima que preceden al
dominio quinasa y en donde se encuentra la Ser3? fosforilable en la isoforma de
higado, son codificados por un ex6n adicional. Las isoformas muscular y fetal son
resultado de un procesado diferente del ARN,, y no presentan este exén (Lange et

al., 1989; Kitamura et al., 1989; Pilkis et al., 1995).
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En mamiferos el control de la expresion génica de la forma de higado/musculo
esquelético se encuentra bajo control multihormonal.

Un gen de 22 Kb, localizado en el cromosoma 10, codifica para la forma de
corazon (Tsuchya y Uyeda, 1994). Presenta 16 exones, de los que 12 son similares
a los de la forma de higado/musculo esquelético. Los 4 restantes y que marcan la
diferencia se encuentran en los extremos. El gen bovino codifica, al menos, 5
mensajeros, de los cuales 3 dan lugar a una proteina de 58 kDa, otro a una de 54
kDa (sin el ex6n 15) y otro genera una forma truncada de la enzima sin actividad
(Vidal et al., 1993). La isoforma de cerebro bovino, con extensas regiones C y N-
terminales, da lugar a una proteina de tamafio doble que la de higado (110 KDa por
55 KDa) (Ventura et al., 1995).

Mientras la forma de cerebro se expresa s6lo en tejido nervioso (Ventura et
al., 1992 y 1995), el resto se expresan en mas de un tejido, aunque predominando
siempre una de las isoformas especificas. Asi, en higado de rata, por ejemplo, se
pueden encontrar las formas de higado (mayoritaria), musculo esquelético y corazén.
En musculo, ademas de la isoenzima muscular, se puede encontrar la forma hepatica.
La isoforma de corazdn se encuentra también en cerebro. La naturaleza de las
seflales que gobiernan la expresion y los promotores especificos tisulares es aun
poco conocida, asi como esta por esclarecer cual es el papel fisiolégico de la
presencia de distintas isoformas en un determinado tejido (Pilkis et al., 1995).

1.6.5.1. CONTROL HORMONAL DE LA ACTIVIDAD 6-PF 2-K/FRU 2,6-P>,ASA
A CORTO PLAZO

A corto plazo, las actividades de la enzima bifuncional de higado estan
reguladas a través de cambios covalentes por fosforilacion-defosforilacion. La
sensibilidad de la enzima para ser sustrato fosforilable esta modulada por ligandos
(apartado 1.6.). La fosforilacién de la enzima se lleva a cabo fundamentalmente a
través de estimulacién hormonal via AMP, (Pilkis y Claus, 1991).

El glucagén disminuye los niveles de Fru 2,6-P,, via fosforilacion dependiente
de AMP, de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa (Richards y Uyeda, 1982, Pilkis et al.,
1983a y Bartrons et al., 1983).

Assimacopoulaus y Jeanrenaud (1990) han observado que la insulina
promueve la defosforilacién de la enzima bifuncional hepatica, proceso que podria ser
el resultado de la activacion de una o mas fosfatasas.

Richards y Uyeda (1982) indican que las catecolaminas reducen los niveles de
Fru 2,6-P, a través de un mecanismo a-adrenérgico. Contrariamente, Pilkis y Claus
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(1991) sostienen que los efectos a-adrenérgicos son irrelevantes en comparacion
con los mediados por glucagén o b-agonistas, lo que es consistente con el hecho de
que la enzima no resulte fosforilada por proteinas quinasas dependientes de Ca2*.

1.6.5.2. CONTROL HORMONAL DE LA EXPRESION GENICA DE 6-PF 2-K/FRU
2,6-P>ASA

A largo plazo, la regulacién de los niveles de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa parece
resultado de una serie de mecanismos que incluyen el control de la transcripcidon por
glucocorticoides e insulina, asi como efectos transcripcionales, post-transcripcionales
y/0 de degradacion de la enzima.

Aungue tanto la actividad como la concentracion de la enzima decrecen en
ratas ayunadas o diabéticas, el mensajero hepatico permenece sin alteraciéon en rata
(Colosia et al., 1988; Crepin et al., 1988). En cambio, durante la realimentaciéon y
tras la inyeccion de insulina incrementan tanto la concentracién de proteina como su
ARN,,. Parece, por tanto, que en rata la accion de la insulina, ademas de estimular la
transcripcion génica, puede afectar al procesado del mensajero y/o a la traduccion,
asi como quizas a la degradacion de la proteina. La inyeccion de glucagdn disminuye
los niveles de proteina 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa y de su ARN,, (Rosa et al.,, 1993),
proceso que fundamentalmente se desarrolla por inhibicion de la transcripcion del
gen y quizas por disminuciéon de la estabilidad del mensajero.

Los niveles de proteina y ARN,, descienden en el higado y, en menor medida,
en musculo de ratas adrenalectomizadas, restaurdandose tras administracion de
glucocorticoides por aumento de la transcripcion génica (Marker et al., 1989). Lo
mismo ocurre en ratas tiroidectomizadas tras administracion de hormonas tiroideas
(Wall et al.,, 1989). In vitro, Kummel y Pilkis (1990) han observado una acciéon
sinérgica de la insulina y la tiroxina sobre la estimulaciéon de la expresion del
mensajero de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa por los glucocorticoides.

Tras hepatectomia parcial los niveles del mensajero también descienden, para
incrementar fuertemente en la fase de regeneracion hepatica. Estos cambios
correlacionan con cambios a nivel de transcripcion (Rosa et al., 1992). Este no es el
Gnico caso en que se relaciona un aumento en la expresion génica con proliferacion
celular, indicando quizas a la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa como el producto de un
proto-oncogén (Hue y Rousseau, 1993). Factores como el EGF (factor de
crecimiento epidérmico), HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) y el TGF-b
(factor de crecimiento transformante de tipo b), responsables de proliferaciéon celular
en higado, estimulan la expresién de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en cultivos primarios de
hepatocitos (Baulida et al., 1992; Joaquin et al., 1996).
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1.6.6. Evolucion de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-Poasa

El modelo de desarrollo evolutivo de la enzima bifuncional parte de la
existencia de genes ancestrales independientes que codifican para las actividades
fosfotransferasa y fosfohidrolasa/mutasa, y que, por vias divergentes, darian lugar a
6-PF 1-K 'y 6-PF 2-K, y Fru 2,6-P,asa, fosfatasas acidas y mutasas, respectivamente.
Por fusion génica se obtendria la enzima bifuncional que contiene las actividades 6-
PF 2-K 'y Fru 2,6-P,asa.

Segun la hipotesis de la fusibn génica propuesta para la 6-PF 2-K/Fru 2,6-
P,asa presente en los vertebrados (El-Maghrabi et al., 1990), seria de esperar que
algunos grupos taxondémicos, reflejando el curso de la evolucién, poseyeran
separadamente las dos actividades. En procariotas no estan presentes, mientras que
en protozoos, como Trypanosoma brucei, se encuentran, en efecto, ambas
actividades ubicadas en proteinas diferentes. En levaduras también se encuentran
actividades 6-PF 2-K y Fru 2,6-P,asa separadas (Kretschmer, 1992). En plantas, la
mayor parte de la actividad Fru 2,6-P,asa se ha encontrado separada de la quinasa,
aunque una pequefia porcién se encuentra asociada a formas de 6-PF 2-K. La
presencia de formas mono y bifuncionales en plantas y levaduras sugiere que aqui es
en donde apareceria por primera vez el resultado de la fusion génica. En estas
especies también se encuentran formas monofuncionales de 6-PF 2-K y Fru 2,6-
P,asa divergentes, cuyo origen permanece poco claro.

El dominio bisfosfatasa de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa esta relacionado en
cuanto a su funcion y estructura con las fosfoglicerato mutasas y las fosfatasas
acidas (Pilkis et al., 1995). El progenitor de esta familia debié de haber tenido, en
principio, un bolsillo basico, formado por ensamblaje de elementos a y b, que
presentaba afinidad por moléculas pequefias cargadas negativamente. La formacion
del centro activo surgiria por la aparicion en esta hendidura de uno o dos grupos
reactivos, papel que desempefiarian los anillos imidazol de histidina. Divergencias en
la superficie y estructura proteica, asi como cambios en la periferia del centro activo
darian lugar a las diferencias de comportamiento entre las mutasas y las
bisfosfatasas.

El andlisis de las estructuras de las 6-PF 1-K bacteriana y de mamiferos, de la
PPi~6-PF 1-K (vegetal) y del dominio quinasa de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, muestra
una clara relacion. El peso molecular de la subunidad de 6-PF 1-K es 36 kDa en
bacterias (Hellinga y Evans, 1985), mientras que 82 kDa, practicamente el doble, es
el encontrado en mamiferos (Lee et al., 1987). Los extremos N y C-terminal son
homodlogos entre bacterias y mamiferos, por lo que se ha postulado que en
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mamiferos, 6-PF 1-K podria ser el resultado de una duplicacion génica (Poorman et
al., 1984). El gran tamafo de la subunidad de la enzima 6-PF 1-K presente en
mamiferos se explica por la necesidad de espacio para los diversos loci, activadores
(Fru 2,6-P,, AMP, ADP) e inhibidores (ATP, citrato). La enzima bacteriana, por el

contrario, presenta un soélo centro efector al que pueden unirse tanto activadores
(ADP, GDP, P;) como el inhibidor fosfoenolpiruvato. Mutaciones puntuales en el

extremo C-terminal de la enzima de mamiferos habrian determinado la aparicién de
loci alostéricos, como por ejemplo para Fru 2,6-P,, lo que explica que en la enzima

bacteriana este metabolito no presente efecto. En la figura 1.7 se representa un
esquema de la evolucién de las fosfofructoquinasas.

_ 36 K Bacteriano
_ | | | 82 K Mamiferos

2 [ a0
b [ I ] so5x

Levadura

?
: 55 K Trypanosoma
al | [ ] 64 K ppi -6-PF 1-K
egetal
> ox
Quinasa Fosfatasa

6-PF 2-K/
_ | Fru 2,6-P2asa

Figura 1.6 . Evolucion de las fosfofructoquinasas.
A partir de la unidad catalitica bacteriana (-) aparece, en levadura y mamiferos, por duplicacion

génica y ligacién en tandem, una segunda regién con papel regulador (|:|), gue da lugar a la
aparicion de loci efectores resultado de mutaciones puntuales. En el caso de Trypanosoma o protozoos
no se dispone de informacién actualmente. La PP;~6-PF 1-K, presente en vegetales, es un heterodimero

resultante de duplicacidn sin ligacién. Por ultimo, 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, tiene su origen en la fusion
génica de una unidad catalitica fosfofructoquinasa con la de una fosfatasa. Basado en Pilkis y Claus
(1991).
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La subunidad de la enzima 6-PF 1-K de levadura, heterodimérica, también
parece proceder de duplicacion y ligacion en tandem a partir de un gen ancestral
(Heinisch et al., 1989).

Las subunidades a y b de la de la enzima heterodimérica vegetal PPi~6-PF 1-K,
parecen tener un origen comun por duplicacion sin fusién (Carlisle et al.,, 1990). La
presencia de residuos conservados implicados en la unién a ATP y Fru 6-P, indica que
la subunidad b es la subunidad catalitica de la enzima vegetal.

La 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa comparte en su dominio 6-PF 2-K la estructura

conservada de las fosfofructoquinasas (figura 1.6).

1.6.7. Diferencias entre la 6-PF 2-K/Fru 2,6-Poasa hepatica de Sparus aurata y
las de mamiferos

La lenta metabolizacion de la glucosa y la menor capacidad de utilizaciéon de
los carbohidratos de la dieta como precursores metabdlicos, son caracteristicas
diferenciales entre el metabolismo de los peces teledsteos y el de los mamiferos
(Cowey y Walton, 1989). Las diferencias metabdlicas se hacen patentes en los
niveles de Fru 2,6-P,, por lo que la regulacion de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa aparece
como clave para las adaptaciones metabdlicas especificas de los peces (Baanante et
al.,, 1991).

La enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado de dorada se presenta como una
forma dimérica, con 54 kDa de peso molecular para cada subunidad. Las
caracteristicas generales de la enzima son analogas a las de rata. La enzima es, al
igual que la de higado de rata, sustrato fosforilable por la proteina quinasa
dependiente de AMP, (Garcia de Frutos y Baanante, 1994).

La K, para la Fru 6-P de la actividad quinasa de la enzima bifuncional aparece
incrementada unas tres veces en la forma hepatica de dorada en comparacion con la
de rata, lo que se traduce en una mayor limitacién del flujo glucolitico cuando los
niveles de Fru 6-P son bajos. Como en rata, la actividad 6-PF 2-K es inhibida por
ADP, citrato y fosfoenolpiruvato. A diferencia de la enzima de rata, la forma
defosforilada no es practicamente inhibida por 3-P glicerol, aunque si se hace
efectiva la inhibiciébn sobre la forma fosforilada. De esta forma, un aumento en el
nivel de 3-P glicerol, relacionado con un aumento de Ilos precursores
gluconeogénicos, no afecta la enzima no fosforilada, y por tanto no provoca cambios
en la concentraciéon de Fru 2,6-P, (Garcia de Frutos y Baanante, 1994). Asi se
consigue mantener unos niveles elevados de Fru 2,6-P,, incluso cuando los

componentes mayoritarios de la dieta son aminoacidos, lo que explica la diferencia
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de respuesta en sus niveles tras la alimentacién con dietas ricas en proteina entre
rata (Bois-Joyeux et al., 1986) y peces (Baanante et al., 1991). La falta de
inhibicibn por 3-P glicerol concuerda ademas con el metabolismo hepatico mas
lipogénico que gluconeogénico descrito para otros teleésteos (Cowey y Walton,
1990). En ayuno, los lipidos son la principal fuente energética en peces teledsteos,
con preferencia del glucégeno hepatico (Jezierska et al.,, 1982). Las grandes
reservas lipidicas acumuladas por los peces se utilizan a efectos relacionados con
migracion y ayuno (Larsson et al., 1990).

La fosforilacién de la enzima inhibe la actividad quinasa no por aumento de la
K. para la Fru 6-P, siné por incremento del efecto inhibidor de 3-P glicerol. Asi, los
bajos niveles de Fru 2,6-P, que encontramos en ayuno o por alimentacion con dietas
ricas en lipidos (Bonamusa et al., 1992), pueden ser consecuencia de la fosforilacion
de la enzima y de la activacion de la lipdlisis (Kountz et al., 1986; Steffens, 1989).

La enzima de dorada es la Unica que presenta cooperatividad negativa para el
ATP, caracteristica que no parece tener repercusiones en la actividad enzimatica,
dado que la K, para el ATP es unas diez veces inferior al valor de su concentracion
fisiolégica. Por otra parte, mientras en rata la inhibicibn por sustrato es de tipo
mixto, en Sparus aurata simplemente se desarrolla por competicién con el sustrato
Fru 6-P. En dorada, fosfoenolpiruvato y citrato ejercen sus efectos por uniéon a
centros diferentes (Garcia de Frutos y Baanante, 1994).

La poca sensibilidad de la enzima purificada de higado de dorada a 3-P glicerol,
junto a otras caracteristicas, como el peso molecular, el comportamiento durante el
proceso de purificacion y la baja K., para el ATP, recuerdan a las caracteristicas de la

isoforma muscular de la enzima de rata.
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2.1. ANIMALES UTILIZADOS EN LA EXPERIMENTACION

Como animal de experimentacion hemos utilizado la dorada, Sparus aurata, pez
perteneciente a la familia Sparidae. Se trata de una especie propia de las aguas calidas del
Atlantico y del Mediterraneo. La dorada es un pez de forma oval, de cabeza voluminosa, que
puede llegar a medir 70 cm de longitud y exceder los 5 Kg de peso, caracterizandose por
presentar una mancha dorada entre los ojos, asi como otra negra, normalmente subrayada de
rojo, en el opérculo.

Suele encontrarse en pequefios grupos, en fondos litorales rocosos con vegetacion,
entre 5 y 30 metros de profundidad. En primavera y verano pueden encontrarse formando
grandes bancos en aguas salobres, desembocaduras de rios y lagunas salinas.

Siendo un pez basicamente carnivoro, su dieta se basa fundamentalmente en la
ingestion de crustaceos y moluscos, llegando con facilidad a romper las conchas mas
resistentes gracias a su potente dentadura.

Las doradas se defienden enérgicamente, para lo que se ayudan de fuertes espinas que
presentan en las aletas, adquiriendo una coloracidn aposematica tipica en sus estadios de
agresion.

Como esparido es una especie hermafrodita proterandica, sin diferenciacion sexual en
su fase juvenil hasta el primer afio de vida, a partir del cual se comportan funcionalmente
como machos durante 2 6 3 afios, periodo al que sigue una inversion de sexo, para pasar a
comportarse definitivamente como hembras.

Su carne ya era muy apreciada por griegos y romanos, quienes las criaban en viveros
inmensos. Actualmente la actividad econémica de pesca y cultivo de la dorada es elevada en los

paises mediterraneos europeos.

2.2. TOMA DE MUESTRAS

La manipulacién con fin experimental de animales en general, y especialmente de
peces, no es un proceso facil, debiendo evitarse en la medida de lo posible procesos anéxicos o
de estrés que podrian modificar los niveles de los parametros objeto de estudio.

Doradas en fase alevin o juvenil de entre aproximadamente 1 y 10 g de peso,
procedentes de Aquadelt, S.A. y Diagona, S.A. (Delta del Ebro) y Tina Menor, S.A.
(Santander), fueron mantenidas a 20°C en acuarios, en donde eran alimentadas hasta la

adquisicion del peso adecuado para el inicio de los experimentos. En los tanques se evitaba el
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crecimiento de microorganismos haciendo uso de un circuito cerrado provisto de filtros y
lamparas de luz ultravioleta. El fotoperiodo fue regulado a través de un ciclo de oscuridad/luz
de 12/12 horas. Los peces fueron alimentados o ayunados en funcion del tipo de experimento
realizado (especificados en el apartado de Resultados).

En nuestro caso el método utilizado para la toma de muestras fue el que a continuacion
se describe:

Previo a su sacrificio, los peces, de entre 20 y 50 g de peso aproximadamente -
siempre en fase juvenil-, se retiran del acuario y se depositan en una cuba de menor tamafio
con agua marina aireada y MS-222 (anestésico sedante) en una dilucién 1:15000. De esta
forma, tras 3 6 4 minutos los peces quedaban sedados, tranquilizados y dormidos sobre el
fondo de la cubeta, con la respiracién ralentizada. En esos momentos los peces estaban aptos
para ser manipulados.

El sacrificio era inmediato por corte cervical (decapitacién), proceso que incluia
pinchar el corazén y proceder asi a tomar la sangre con la ayuda de un tubo capilar o jeringa,
que previamente habia estado en contacto con una solucion de citrato sédico al 3%. El volumen
de sangre obtenido era en general pequefo, por lo que procediamos a hacer un pool con la
sangre obtenida de cada individuo para cada grupo de experimentacion. La sangre se dejaba a
temperatura ambiente un tiempo no superior a 30 minutos, hasta conseguir la retraccién del
codagulo. Posteriormente se centrifugaba a 3000g durante 10 minutos, para tomar de esta
forma el suero separado de los restos celulares sedimentados. Los sueros asi obtenidos fueron
conservados congelados a -20°C hasta su analisis.

Tras la toma de muestra de sangre, el pez era abierto ventralmente a fin de extraer el
higado, que era lavado en solucién salina al 0.9% e inmediatamente congelado por la técnica
de freeze clampling, mediante el uso de una pinza que presenta sendas placas redondas de
aluminio, de 6 cm de diametro, previamente enfriadas en nitrégeno liquido. Al prensar entre
ambas placas el higado, éste queda instantaneamente congelado, siendo almacenado hasta su
uso a -80°C.

2.3. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS HEPATICOS

2.3.1. Obtencién de extractos crudos de higado para la determinacion de
proteina total y de las actividades enziméticas 6-PF 1-K, PK, Fru 1,6-P,asa,
Glu 6-P DH, 6-PG DH, ALT y AST:

Unos 50 mg de tejido mantenido congelado a -80°C, se pulverizaba y pesaba en tubos
de vidrio, previamente tarados y enfriados con nitrégeno liquido, asegurandonos asi que la
muestra permanecia congelada hasta entrar en contacto con la solucion de homogeneizacion,
que era adicionada en una relacion peso:volumen de 1:5. La homogeneizacion se llevé a cabo
haciendo uso de un POLYTRON™- PTA 7 (posicién 3) durante 30 segundos.
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El homogeneizado se centrifugaba a 20000g, durante 30 minutos a 4°C. El
sobrenadante recogido era utilizado, el mismo dia de su obtencidn, para la determinaciéon de

proteina total, asi como para ensayar las actividades enzimaticas: 6-PF 1-K, PK, Fru 1,6-
P,asa, Glu 6-P DH, 6-PG DH, ALT y AST.

Solucién de homogeneizacion:

Tampoén Tris-HCI, pH 7.5 50 mM
EDTA 4 mM
Fluoruro sodico 50 mM
Sacarosa 250 mM
PMSF 0.5 mM
DTT 1 mM

2.3.2. Obtencion de extractos crudos para la determinacion de actividad e
inmunodeteccion de 6-PF 2-K:

Aproximadamente 30 mg de higado congelado y pulverizado era homogeneizado, como
se ha descrito anteriormente, en relacion 1:10 (P/V) en solucién amortiguadora.

A la solucién homogeneizada se le afiadia un 5% PEG 6000. Después de 15 minutos en
hielo, se procedia a centrifugar durante 20 minutos a 20000g a 4°C. Al sobrenadante
resultante se le afiadia PEG 6000 hasta tener una concentracion final del 15%. Tras
centrifugar en las mismas condiciones, se recogia el precipitado en solucién de resuspension.

En los extractos asi obtenidos se determind la actividad 6-PF 2-K en el mismo dia de
su elaboracion. Asimismo se utilizaron dichos extractos para llevar a cabo Ila

inmunodeteccion por la técnica de Western blot.

Soluciéon amortiguadora:

Tampdn Hepes, pH 7.8 20 mM
KCI 100 mM
EDTA 5mM
EGTA 5mM
DTT 1 mM

Solucién de resuspension:

Tampon Hepes, pH 7.6 20 mM
KCI 100 mM
EDTA 0.1 mM
DTT 1mM
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2.3.3. Obtencion de extractos para la determinacion de glucégeno:

A partir de unos 40 mg de higado congelado y pulverizado, se procedia a homogeneizar
en presencia de KOH al 30%, adicionado en una relacién peso:volumen de 1:4. El proceso de
digestion del tejido se realizé dejando actuar la base a 100°C de temperatura durante 20
minutos.

Posteriormente se le afiadian 1.25 voliumenes de etanol al 95% para conseguir la
precipitacion del glucdgeno, para lo que se dejaba reposar a -20°C durante 24 horas. Para
aislar el precipitado, se procedia a centrifugar a 6000g por 45 minutos a 4°C y a decantar
cuidadosamente luego. El precipitado se resuspendia en agua destilada, y se volvia a

precipitar a fin de obtener una mayor pureza del glucégeno.

El glucdgeno, una vez resuspendido en agua, era mantenido congelado a -20°C hasta su

determinacion.

2.3.4. Obtencion de extractos alcalinos para la determinacion de Fru 2,6-P;:

Dada la estabilidad de la Fru 2,6-P, a pH alcalino (Van Schaftingen et al., 1981), se

procedi6 a este tipo de extraccidon que permite eliminar productos inestables a pH basico, que
como la Fru 1,6-P,, podrian interferir en el resultado final.

Unos 30 mg de tejido hepatico congelado y pulverizado se homogeneizaban en 50 mM
NaOH, en una relacién 1:10 P/V, con un sistema POLYTRON™ en posicién 3 durante 30
segundos.

Tras calentar a 80°C durante 5 minutos se centrifugaba durante 30 minutos a
20000g, recogiendo el sobrenadante para ser conservado a -20°C hasta el momento de su

ensayo.

2.3.5. Obtencion de extractos acidos para la determinacién de Glu 6-P y
Fru 6-P:

Alrededor de 50 mg de tejido hepatico congelado y pulverizado eran homogeneizados
con 0.5 ml de una solucién al 3.5% de HCIO,4. Tras centrifugar a 20000g 5 minutos se

tomaba el sobrenadante, que era neutralizado a pH 6-7 con una solucién de K,CO; al 70%.
Este proceso provoca la precipitacion de los carbonatos, que posteriormente se retiran por
centrifugacion a velocidad méaxima durante 2-3 minutos en centrifuga de sobremesa. El

extracto asi obtenido era almacenado congelado hasta su analisis.
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2.4. ADAPTACION DE TECNICAS ESPECTROFOTOMETRICAS
MANUALES A LA DETERMINACION AUTOMATIZADA

El disponer de un analizador automatico COBAS MIRA S (Roche) nos ha permitido la
adaptacion a la metodologia automatizada de técnicas espectrofotométricas manuales para la
cuantificacion de metabolitos y la determinacion de actividades enzimaticas.

La utilizacion de técnicas automatizadas disminuye de forma considerable el tiempo de
proceso requerido por los métodos manuales, asi como el volumen de reactivos y muestras
necesarios. Ademas, la precision mejora con la utilizacion de métodos automatizados, gracias
al alimentado automatico de muestras y reactivos en las cubetas de reaccion, minimizando de

esta forma la manipulacion.

Las determinaciones de glucosa, lactato y triglicéridos, asi como las actividades AST y
ALT, fueron llevadas a cabo con kits comerciales adaptados para el sistema COBAS MIRA S de

Roche.

Las cuantificaciones de Fru 2,6-P,, Glu 6-P, Fru 6-P y proteina total, ademas de las
actividades enziméaticas 6-PF 1-K, PPj~6-PF 1-K, PK, Fru 1,6-P,asa, Glu 6-P DH y 6-PG

DH, fueron adaptadas por nosotros al sistema automatizado COBAS MIRA S.

2.5. DETERMINACION DE METABOLITOS Y DE ACTIVIDADES
ENZIMATICAS

2.5.1. DETERMINACION DE PROTEINA

Para la determinacion de proteina total en extractos hepaticos se siguié el método de

Bradford (1976), adaptado al autoanalizador COBAS MIRA S.

La determinacion se fundamenta en los complejos formados entre proteina y el
reactivo colorante Coomasie Brilliant Blue G-250.

El ensayo se llevaba a cabo a 30°C con 5 nl de muestra (obtenida segun el apartado
2.3.1.) en un volumen final de 250 nl, en los que el reactivo de Bradford comercial (Bio-
Rad Lab.) se encontraba diluido 5 veces. La absorbancia a 600 nm es seguida durante 100
segundos, interpolandose la resultante en una curva patron previa efectuada con

concentraciones de albumina sérica bovina entre 0.125 y 1 mg ml-1.
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2.5.2. DETERMINACION DE GLUCOGENO

Esta determinacion se basa en el cambio de color del reactivo antrona producido por la
presencia de azlUcares en un medio acido, cambio detectable espectrofotométricamente a 620
nm (Carrol et al., 1956).

Para ello 0.5 ml de una disolucién acuosa de la muestra (obtenida segun el apartado
2.3.3.) se mezclaba mediante agitacion con 2.5 ml de reactivo antrona. Se dejaba incubar 10
minutos a 100°C, y tras enfriar en hielo, se registraba manualmente la absorbancia a 620
nm.

La cuantificacidon se conseguia por el uso de una recta de calibrado con concentraciones

de glucosa entre 0.04 y 0.20 mg ml-1.

Reactivo antrona:

Antrona 0.5%
Tiourea 1%
Acido sulfurico 72 %

2.5.3. DETERMINACION DE GLU 6-P Y FRU 6-P

La determinacion de estos dos metabolitos, adaptada a la medicion automatizada, se

baso en el método descrito en Bergmeyer (1984).

-Fundamento:

Fru 6-P

Fosfoglucosa

Isomerasa NADP+ NADPH + H+

Glu 6-P 6-P glucono d-lactona

Glu 6-P DH
H,0
6-P gluconolactonasa
(o no enziméaticamente)

6-P gluconato

-Condiciones de ensayo:
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Ambos metabolitos fueron ensayados secuencialmente, a 30°C de temperatura, en un

volumen final de reaccién de 200 ml compuesto por:

R1: Trietanolamina, pH 7.6 200 mM
MgCl2 5mM
NADP 200 mM

R2:  Glu6-PDH 0.34 U mI-l

R3: Fosfoglucosa isomerasa 1.4 U ml-1

Tras la adicion automéatica de 80 ml de muestra (obtenida segun el apartado 2.3.5.) a
la mezcla de reaccion R1 (114 m), se incubaba durante 2 minutos 55 segundos. La
determinacion de Glu 6-P se llevo a cabo previa adicion de 2 nl de solucién de Glu 6-P DH
(R2), registrandose el aumento de absorbancia a 340 nm por formacién de NADPH. Pasados
5 minutos 50 segundos de reaccion, periodo suficiente para agotar el contenido de Glu 6-P en
la muestra, se procedia a determinar la presencia del metabolito Fru 6-P. Para ello, 4 nl de
solucion con la enzima fosfoglucosa isomerasa (R3) era afiadida, dejando seguir el curso de la
reaccion otros 5 minutos 50 segundos, tras lo que se registraba el aumento de absorbancia a
340 nm debido a la presencia de Fru 6-P en la muestra.

Ambos incrementos de absorbancia correlacionan con las concentraciones de Glu 6-P

y Fru 6-P, respectivamente.

2.5.4. DETERMINACION DE GLUCOSA

Los niveles de glucosa en suero fueron determinados a través de un ensayo comercial

(GLUC GDH) preparado por la casa Roche.

-Fundamento:
a-D-glucosa

Mutarotasa

Glucosa DH

b-D-glucosa 7T D-gluconato

NAD"+H,0  NADH + H*
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-Condiciones de ensayo:

La mezcla final de reacciéon contenia un volumen de 283 ni con:

Tampon Fosfatos, pH 7.5 110 mM
NAD 1.6 mM
CINa 130 mM
Glucosa DH 4 U mll
Mutarotasa 80 mU ml-1

La reaccion fue llevada a cabo a 30°C tras adicion de 3 nl de muestra sérica a 280 m

de mezcla de reaccion, registrdndose el incremento en absorbancia a 340 nm por reduccién
del NAD de la mezcla.

La cuantificacion se realizaba por comparacion con una recta de calibrado, con
concentraciones de glucosa entre 6.25 y 100 mg dI-1.

2.5.5. DETERMINACION DE LACTATO

El lactato fue determinado utilizando un kit comercial (adaptado para sistemas
automatizados en COBAS MIRA S de la casa Boehringer Mannheim.

-Fundamento:

NADY NADH +H"

L-lactato #—4 Piruvato L-alanina

Lactato DH
ALT

L-glutamato a-cetoglutarato

-Condiciones de ensayo:

En 384 mnl de volumen final la mezcla de reaccién contenia:

Tampoén Carbonatos, pH 10 400 mM
NAD 3.6 mM
L-glutamato 50 mM
Lactato DH 30 U mlt
ALT 2Umit
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La reaccion era iniciada al afiadir 4 m de muestra (suero) a 380 de mezcla de
reaccion, llevandose a cabo a 30°C y registrando el incremento en absorbancia a 340 nm
debido a la aparicion de NADH en el curso de la reaccion.

La cuantificacién se realizaba por comparacién con una recta patrén entre 6.25 y

100 mg dI'? de lactato.

2.5.6. DETERMINACION DE FRU 2,6-P;

El método utilizado, adaptado al sistema automatizado COBAS MIRA S (Metén et al.,
1995), es un ensayo basado en el grado de activacion por presencia de Fru 2,6-P, de la

enzima PPj~6-PF 1-K, extraida de patata, capaz de convertir Fru 6-P en Fru 1,6-P, (Van

Schaftingen et al., 1982 y Van Schaftingen, 1984).

-Fundamento:

Fru 2,6-P,

+
Gliceraldehido 3-P

PPi ~ 6-PF 1-K

Fru 6-P Fru 1,6-P, Triosa-P isomerasa
: ; Aldolasa
PP; P;

Dihidroxiacetona-P
NADH + H*
Glicerol 3-P DH
+

NAD
Glicerol 3-P

-Condiciones del ensayo:

La mezcla final de reaccién (250 nl) constaba de:

R1: Tampoén Tris-HCI, pH 7.8 50 mM
Acetato magnésico 2mM
NADH 0.2 mM
Fru 6-P 1 mM
Glu 6-P 3.5 mM
PP; 0.5 mM
Glicerol 3-P DH 0.53 U ml-!
Triosa-P isomerasa 2.17U ml!
Aldolasa 0.29 U ml-!

R2: PP,~6-PF 1-K 15 mU ml-!
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Las enzimas auxiliares glicerol 3-P DH, triosa-P isomerasa y aldolasa fueron
desaladas previamente a su uso, por centrifugaciéon a velocidad maxima durante 3 minutos en
centrifuga de sobremesa. Las enzimas sedimentadas se resuspendian en 50 mM tampén Tris-
HCI pH 7.8

Tanto la Glu 6-P como la Fru 6-P fueron previamente tratadas en medio acido para
eliminar posibles contaminaciones de Fru 2,6-P,, que podrian interferir en el resultado
final. Para ello nos basamos en el método de Kruger et al. (1983), segun el cual se debe
disminuir el pH de las preparaciones de Glu 6-P y Fru 6-P hasta 1.5-2 con HCI, incubar a

30°C durante 30 minutos, y proceder posteriormente a neutralizar con NaOH.

Previo al desarrollo de la reaccidon se incubaban 245 nl de la mezcla de reaccién R1
con 2.5 ml de muestra (obtenida segun el apartado 2.3.4.) durante 125 segundos a 30°C,
iniciandose entonces el ensayo con la adicion de 2.5 m de solucién de PPi~6-PF 1-K (R2),
registrdndose cada 25 segundos, hasta un total de 7 minutos 5 segundos, el descenso de

absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion del NADH de la mezcla.
La concentracion de Fru 2,6-P, en mmol es calculada por correlaciéon con el grado de

activacion en unidades de la enzima PP;~6-PF 1-K, de la que una unidad se definié como la

actividad necesaria para consumir 2 mmol de NADH por minuto. Para llevar a cabo el calculo
se establecio una curva patron para determinar concentraciones de Fru 2,6-P, entre 0.1 y

0.00625 M.

2.5.6.1. Adaptacion de la cuantificacibn de Fru 2,6-P, al sistema
automatizado:

El método mas comunmente usado para la cuantificacién de Fru 2,6-P,, manual y
basado en la activacion de la enzima PPj~6-PF 1-K de patata por el metabolito, inicia la
reacciéon con PPj. La automatizacion del proceso manual, en el que la PP{~6-PF 1-K se
incluye en la mezcla de incubacién previa a la reaccién (Van Schaftingen et al.,, 1982),
presentd graves problemas de inestabilidad para el ensayo, viéndose disminuida la capacidad

de deteccion del metabolito a lo largo del tiempo.

Con el fin de comprobar a qué era debida tal inestabilidad se disefié el siguiente

experimento: se prepararon diferentes mezclas de reaccion, una con todos los componentes
menos NADH, otra con todos excepto PPj~6-PF 1-K, una tercera con todos salvo NADH vy

PPi~6-PF 1-K, y una ultima que contenia tanto NADH como PP{~6-PF 1-K y que seria

tomada como control a lo largo del experimento. Durante el transcurso del ensayo las mezclas

fueron mantenidas a 4°C.

60



MATERIALES Y METODOS

Como se puede observar en la figura 2.1, la mezcla control pierde su funcionalidad
rapidamente. La pérdida llega a ser del 40% 45 minutos después de haber constituido el
reactivo, alcanzando un 75% a las 4 horas y mas del 90% a las 6 horas.

Después de 4 horas de haber sido preparadas las diferentes soluciones, les fueron
adicionadas los componentes necesarios en cada caso para constituir el reactivo completo,

siendo utilizadas a continuacion.

El resultado fue harto revelador. Mientras la adicién de NADH no comportd ninguna
mejora, la adicidon de PPj~6-PF 1-K restableci6 el 75% de la absorbancia obtenida a tiempo

0, llegandose al 85% en el caso de la adicion de NADH y PP{~6-PF 1-K juntos.

—O— Control
—&— Adicién de NADH

—@— Adicién de PPi~6—PF 1-K
0.12 — —~N— Adicién de PPi~6—PF 1-K'y NADH

3
Horas

Figura 2.1 . Estabilidad de los reactivos en el tiempo.

Se muestran las absorbancias obtenidas a 340 nm al analizar una concentracién conocida (0.5 nM) de
Fru 2,6-P, en la cubeta de ensayo, a diferentes tiempos, utilizando PP; como reactivo iniciador. Una
mezcla de reaccién fue preparada a tiempo 0 (control). Otras tres soluciones se prepararon
simultaneamente, una carente de NADH, otra de PP;~6-PF 1-K y una tercera carente de ambos
compuestos. Tales compuestos fueron afiadidos 4 horas después para completar el reactivo de
andlisis. Durante todo el experimento todas las soluciones fueron mantenidas a 4°C. Cada valor es la
media de dos determinaciones ensayadas segun el método manual.

Asi, pudimos concluir que el principal responsable en la pérdida de capacidad de
reaccion era la dilucion de la enzima PPj~6-PF 1-K en la mezcla principal de reaccidén. De

esta forma, en el método automatizado, debido a sus especiales caracteristicas, la enzima
PPi~6-PF 1-K debia de ser mantenida aparte, pasando a ser usada como reactivo iniciador de

la reaccion, funcion ejercida por el PP; en los métodos manuales.
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Conseguimos asi una estabilidad en el tiempo, de al menos 2 horas. Como queda
reflejado en la tabla 2.1, a las 3 horas de haber preparado la mezcla de ensayo la pérdida de
sensibilidad era de tan s6lo de un 2.2% respecto a los valores obtenidos a tiempo 0. Periodos

mas prolongados dan lugar a un deterioro evidente.

Tiempo
(Horas) 0 1 3 5 6
Absorbancia
a340 nm 0.0547 0.0550 0.0535 0.0484 0.0476
% Desviacion +1.01 -2.19 -11.52 -12.98

Tabla 2.1 . Estabilidad de la mezcla de reaccidn una vez preparada y mantenida a 4°C.

Como reactivo iniciador se usé PP;~6-PF 1-K, estando el resto de componentes de la reaccién incluidos
en una mezcla separada. En la mezcla de reaccién final el contenido de Fru 2,6-P, era 0.5 nM. Cada
valor es la media de dos determinaciones ensayadas segun el método automatizado a diferentes
tiempos, manteniendo siempre los reactivos a 4°C.

Mientras el limite de deteccién del método de determinaciéon de Fru 2,6-P,, 0.016

pmol, que corresponde a una concentracién de 6.25 x 10-14 mol ml-1, no presenta diferencias
con el método manual, la precision mejora significativamente en el método automatizado. En
la tabla 2.2 se aprecia una disminucibn de mas de 5 veces del %C.V. en el sistema

automatizado respecto del manual.

Media (nM) Minimo Maximo Maximo-minimo SEM (n=10) %C.V.
A 0.502 0.485 0.508 0.023 0.007 1.335 @

M 0.493 0.446 0.536 0.089 0.036 7.386 P

Tabla 2.2 . Comparacion de las determinaciones de Fru 2,6-P, por los métodos automatizado y
manual.

Una mezcla de reaccion incluyendo 0.5 nM Fru 2,6-P, se ensay0 repetidamente, 10 veces, segun el
método automatizado descrito (Metén et al., 1995) (A) o el manual (M). Se recogen en la tabla las
medias, SEM y %C.V. de los valores obtenidos en cada método.

abEfecto de método significativo, P < 0.01.

La mejora en la precision queda igualmente reflejada al aplicar ambos métodos a
muestras biolégicas. Un grupo de 10 doradas fue ayunado por un periodo de 8 dias, tras lo que
5 fueron sacrificadas. El resto fue sometido a realimentacién durante 8 dias antes de ser

sacrificado. La dieta suministrada durante la realimentacién se componia de un 47.6% de
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proteina, un 17% de carbohidratos y un 12.5% de lipidos, con un 2.8% de humedad relativa,
siendo administrado un 2% del peso corporal una vez al dia. Los higados de los peces

sacrificados fueron recogidos, congelados con nitrégeno liquido y guardados a -80°C, hasta
ser utilizados para la determinacién del metabolito Fru 2,6-P, (tabla 2.3).

Ayunados Realimentados

MediaxtSEM %C.V. MediazSEM %C.V. MediatSEM %C.V. MediaxSEM %C.V.

1.735+0.011 0.63 1.356+0.067 4.94 17.651+0.439 249 17.771+0.178 1.00
0.829+£0.031 3.74 0.815+x0.040 4.91 15.472+0.203 1.31 16.020+1.525 9.52
0.874+0.007 0.80 1.082+0.071 6.56 16.665+0.243 1.46 13.959+1.417 10.15
0.902+0.023 2.55 0.568+0.035 6.16 19.071+0.330 1.73 17.875+4.418 24.72

0.807+0.016 1.98 0.622+0.035 5.63 18.580+0.433 2.33 16.123+3.044 18.88

1.029+0.396 @ 0.889+0.330 2 17.488+1.455b 16.350+1.599 b

Tabla 2.3 . Aplicacion del método a muestras biologicas.

Muestras hepaticas de Sparus aurata fueron tomadas como queda descrito en el apartado 2.3.4., para
ser determinada la Fru 2,6-P, por los métodos automatico (A) y manual (M). Cinco peces fueron
sometidos a ayuno por un periodo de 8 dias antes de obtener los tejidos (Ayunados). Otros cinco fueron
realimentados 8 dias tras un periodo igual de ayuno (Realimentados). Los resultados presentados son
la media (en nmol g1)#SEM para cada una de las muestras de higado, cada una de las cuales fue
ensayada repetidamente tres veces. El %C.V. de cada muestra, asi como, en negrita, el valor medio
(nmol g1)=SEM para cada grupo de animales estan también reflejados en la tabla.

abEfecto de condicion (ayuno/realimentacion) significativo, P < 0.01.

Se apreciaron diferencias significativas entre los peces ayunados y los realimentados,
independientemente de si el método utilizado era el automatizado o el manual. Los resultados
fueron consistentes con los esperados seguin determinaciones previas (Garcia de Frutos et al.,
1990).

Ademés, se encontraron diferencias significativas en el %C.V. segun el método
utilizado fuese el automatizado o el manual, independientemente de la condicién (ayuno o
realimentacién) de los animales (figura 2.2). El método automatizado presenta siempre un
%C.V. menor al obtenido con el método manual, lo que refleja un mayor grado de exactitud vy,

por tanto, de fiabilidad, del proceso automatizado.
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O Ayunados

d Realimentados

Il Ayunados+Realimentados
24 — b

18 — b

15 —

%C.V.
=
N
|

Método

Figura 2.2 . Comparacion de los %C.V. obtenidos por los métodos automatizado y manual al analizar
muestras bioldgicas.

Las condiciones de los animales fueron como las descritas en la tabla 2.3 . Cada muestra fue ensayada
tres veces tanto por el método automatizado como manual. Se representa los %C.V.+SEM (n=5 para
peces Ayunados y Realimentados, y n=10 para el analisis conjunto de los animales Ayunados y
Realimentados), determinados automatizada (A) o manualmente (M).

abEfecto de método significativo, P < 0.01.

En resumen, el ensayo adaptado a un sistema automatizado mejora la precision y

reduce el tiempo de ensayo, de forma que los resultados de 30 muestras pueden obtenerse en
menos de 30 minutos, lo que es especialmente importante al analizar Fru 2,6-P, de un

nimero elevado de muestras bioldgicas o fracciones de elucidn cromatografica durante los

procesos de purificacion de la enzima 6-PF 2-K.

2.5.6.2. Purificacion de PP{~6-PF 1-K:

La enzima PPj~6-PF 1-K utilizada en el ensayo de Fru 2,6-P, fue purificada de

patata por nuestro grupo aplicando el método de Van Schaftingen et al. (1982).

-Protocolo:

0.5 Kg de patata pelada se homogeniza a 4°C con 2 volimenes de tampdn de

homogeneizacion. El homogeneizador utilizado es un Waring Blender. La solucion
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homogeneizada se filtra a través de un pafio o gasa y papel de filtro. Todo el proceso se lleva a
cabo a 4°C en camara fria.

Se afiade MgCl, hasta alcanzar una concentracion final de 2 mM en el homogeneizado
filtrado, y se ajusta el pH a 8.2 con NaOH.

Posteriormente se coloca en un bafio a 80°C y se agita hasta que alcance la
temperatura de 59°C. La soluciéon debe mantenerse durante 5 minutos a la temperatura de
59°C, enfriAndose a continuacién lo mas rapidamente posible, en bafio de hielo y sal, hasta
alcanzar 0-10°C.

Se ajusta el pH a 7.1 con HCI.

Se aflade lentamente PEG 6000, previamente pulverizado, hasta alcanzar una
concentracion final de 5 g por cada 100 ml, agitando hasta su completa disolucién. Se
centrifuga entonces durante 10 minutos a 6000g, a 4°C, recuperando el sobrenadante.

Se aflade nuevamente PEG 6000, un 10% del volumen recuperado. Una vez conseguida
la disolucion, volver a centrifugar en las condiciones anteriores. Se recoge el precipitado y
se resuspende en unos 20 ml del tampén utilizado para la homogeneizacion.

Finalmente, se centrifuga durante 5 minutos a 10000g a 4°C. Se recoge el

sobrenadante, se afiade glicerol hasta un 20%. Se alicuota y se mantiene congelado a -20°C.
La actividad PPj~6-PF 1-K purificada debe ensayarse por el método descrito a continuacion.

Tampodn de homogeneizacion:

Tampén Hepes, pH 8.2 20 mM
Acetato potasico 20 mM
DTT 2mM

2.5.6.3. Ensayo de actividad PP;~6-PF 1-K:

Una vez purificada la enzima PPj~6-PF 1-K, debe determinarse su actividad, para lo

que nos basamos en el método de Van Schaftingen et al. (1982) que adaptamos al
autoanalizador COBAS MIRA S.

-Fundamento:

El fundamento es el mismo que el aplicado en la determinacién de Fru 2,6-P».

65



MATERIALES Y METODOS

-Condiciones de ensayo:

En un volumen final de 200 nl la mezcla de reaccién contenia:

R1: Tampén Tris-HCI, pH 7.8 45 mM
Acetato magnésico 2 mM
NADH 0.2 mM
Fru 6-P 2.5mM
Glu 6-P 17.5 mM
Fru 2,6-P, 1mM
Glicerol 3-P DH 0.53 mU ml-!
Triosa-P isomerasa 2.14 mU ml-!
Aldolasa 0.28 mU mi-!

R2: PP; 2.5 mM

Las enzimas auxiliares se desalaron como esta indicado en el apartado 2.5.6.

Las soluciones madre de Glu 6-P y Fru 6-P fueron tratadas al acido previamente para
eliminar una posible contaminacién con Fru 2,6-P, (apartado 2.5.6.).

Se incubaba la mezcla de reaccion R1 (182.5 nl) con 2.5 nl de la solucién con PPj~6 -

PF 1-K cuya actividad se queria determinar, durante 2 minutos 5 segundos. La reaccion se
iniciaba tras adicién de 15 mi de solucién con PP; (R2). El proceso fue llevado a cabo a 30°C,

registrandose el descenso de absorbancia a 340 nm debido a la desaparicién del NADH de la

mezcla de reaccion.
Una unidad de actividad PP;~6-PF 1-K fue definida como la actividad capaz de

consumir 2 nmol de NADH por minuto.

2.5.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD 6-PF 2-K
Tanto la forma activa (no fosforilada) como total (fosforilada y no fosforilada) de la

enzima 6-PF 2-K fueron determinadas basandonos en su capacidad de formacién de Fru 2,6-
P, a 30°C, tal como esta descrito en Garcia de Frutos et al. (1990).

-Condiciones de ensayo para la forma activa:

El ensayo realizado a pH 6.6, en el que la forma fosforilada no presenta actividad, se

efectud en un volumen final de 100 ml que contenia:
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Tampon MES, pH 6.6 50 mM
KCI 100 mM
Mg Cl, 7mM
Fru 6-P 1mM
Glu 6-P 3.5 mM
ATP 5mM
KH,PO, 5mM

-Condiciones de ensayo para la forma total:

El ensayo, realizado a pH 8.8, al que tanto la forma fosforilada como la no fosforilada

son igualmente activas, se llevé a cabo en un volumen final de 100 ni con:

Tampoén Tris-HCI, pH 8.8 50 mM
KCI 100 mM
Mg Cl, 7mM
Fru 6-P 5mM
Glu 6-P 17.5 mM
ATP 5mM
KH,PO, 1mM

En ambos ensayos la reaccion tuvo lugar a 30°C tras adicion de 5 nl de muestra
(obtenida segun el apartado 2.3.2.). En todos los casos, tanto para la forma activa como para
la total, se realizé un blanco de reaccién, en el que la incubacion era parada a tiempo O. Las
mezclas de reaccion eran incubadas durante 4 y 8 minutos, tiempos en los que se mantenia la
linealidad en la formacion de Fru 2,6-P,. Las reacciones fueron paradas por adicién de un
volumen igual al de mezcla de reaccién de 100 mM NaOH, y posteriormente se calentaban a
80°C durante 5 minutos.

Las mezclas de ensayo asi obtenidas fueron mantenidas congeladas hasta su
determinacion, que era llevada a cabo al analizar la concentracién de Fru 2,6-P, formada
durante el curso de la reacciéon. La determinacion del metabolito se efectud segun el método

descrito en el apartado 2.5.6.

Una unidad de actividad 6-PF 2-K fue definida a partir de la correlacion con la
concentracién en nmol de la Fru 2,6-P, formada por minuto en la reaccion.
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2.5.8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD 6-PF 1-K

El ensayo, adaptado a la determinacién automatizada, se realizé a partir del método de

Castafio et al. (1979).

-Fundamento:

Fosfoglucosa
isomerasa
Glu 6-P @ ———— [y 6-P

ATP

6-PF 1-K | Mg®*
Gliceraldehido 3-P

ADP
Fru 1.6-P Triosa-P
2 isomerasa
aldolasa o .
Dihidroxiacetona-P
NADH + H”"
Glicerol
3-P DH
NAD"*
Glicerol 3-P

-Condiciones de ensayo:

La mezcla de reacciéon, con un volumen final de 200 nl, contenia:

R1: Tampoén Tris-HCI, pH 8.25 100 mM

MgCl, 5 mM
KCI 50 mM
NADH 0.15 mM
Sulfato amoénico 4 mM
b-mercaptoetanol 12 mM
Fru 6-P 10 mM
Glu 6-P 30 mM
Aldolasa 0.675 U ml-1
Triosa-P isomerasa 5Uml-!
Glicerol 3-P DH 2Uml!
R2: ATP 1mM
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Las enzimas auxiliares eran desaladas como estéa indicado en el apartado 2.5.6.
La mezcla de ensayo contenia Glu 6-P, la cual se isomeriza facilmente a Fru 6-P por
la actividad glucosa isomerasa presente en el propio extracto crudo de la muestra, razén por

la que no fue necesario la adicién de dicha actividad enzimatica.

Tras haber atemperado previamente la mezcla de reaccién R1 (176 nl) con 4 nl de
muestra (obtenida segln el apartado 2.3.1.) durante 2 minutos 55 segundos, la reaccién se
iniciaba tras adicién de 20 m solucién de ATP (R2), desarrollandose el proceso a 30°C y
registrandose el descenso de absorbancia a 340 nm debido a la desaparicién de NADH durante

el curso de la reaccion.

Una unidad de actividad se definié como la actividad necesaria capaz de consumir 2

nmol de NADH por minuto.

2.5.9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PK

El ensayo esta basado en el de Staal et al. (1975), habiendo sido adaptado para su

automatizacién en COBAS MIRA S.

-Fundamento:

ADP+H"  ATP DH+H* NAD

Fosfoenolpiruvato ¥—4 Piruvato ;_L Lactato

Piruvato Lactato DH
quinasa

-Condiciones de ensayo:

La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 250 nl, conteniendo:

R1: Tampodn Glicilglicina, pH 7.4 70 mM
MgCl, 10 mM
KCI 100 mM
NADH 0.15 mM
Fosfoenolpiruvato 2.8 mM
Lactato DH 21U mll

R2:  ADP 2.5 mM
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La enzima lactato DH fue utilizada desalada segun se indica en el apartado 2.5.6.

La reaccion era llevada a cabo a 30°C, siendo iniciada al afiadir 20.7 m de solucién de
ADP (R2). La mezcla de ensayo R1 (226.8 mnl) era previamente incubada con 2.5 nl de
muestra (obtenida segun el apartado 2.3.1.) durante 5 minutos. Se registré el descenso de
absorbancia a 340 nm debido a oxidacion del NADH.

Una unidad de actividad piruvato quinasa bajo estas condiciones fue definida como la

actividad necesaria para consumir 1 mmol de NADH por minuto.

2.5.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD FRU 1,6-P,ASA

Se adapté el método de Ekdahl y Ekmann (1985) al ensayo automatizado.

-Fundamento:
Pi
Fru 1,6-P, —94 FIUG-P < q— Glu 6-P
Fru 1,6-P,asa Fosfoglucosa .
isomerasa NADP
Glu 6-P
DH
NADPH + H*

6-P glucono d-lactona

-Condiciones de ensayo:

En un volumen final de 200 ml, la mezcla de reaccién contenia:

Tampédn Imidazol-HCI, pH 7.7 85 mM
MgCl, 5mM
NADP 0.5mM
b-mercatoetanol 12 mM
Fru 1,6-P, 0.05 mM
P-glucosa isomerasa 25U milt
Glu 6-P DH 0.48 U ml-!
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Las enzimas auxiliares, disueltas en sulfato amodnico, no fueron desaladas, dado que el

ibn amonio no interfiere en el ensayo.

La reaccion se realizé a 30°C, y se inicio tras la adicion de 4 nl de muestra (obtenida
segun el apartado 2.3.1.) a 196 de mezcla de reaccién, siendo detectado el incremento de

absorbancia a 340 nm debido a la aparicion de NADPH.

Una unidad de actividad Fru 1,6-Pj,asa fue definida como la actividad capaz de

producir 1 mmol de NADPH por minuto.

2.5.11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLU 6-P DH

El método de Chi-yu Lee (1982) fue adaptado para su desarrollo en un sistema
automatizado COBAS MIRA S.

-Fundamento:

NADP" NADPH +H"

Glu 6-P LAV 6-P glucono d-lactona

Glu 6-P DH

-Condiciones de ensayo:

La mezcla final de reaccién (200 ml) constaba de:

Tampon Imidazol-HCI, pH 7.7 78 mM
MgCl, 5mM
NADP 1 mM
Glu 6-P 1 mM

La reaccidn, incubada a 30°C, se iniciaba por adicion de 4 nl muestra (obtenida segun
el apartado 2.3.1.) a 196 nl de mezcla de reaccién, siendo seguida la producciéon de NADPH
por incremento de la absorbancia a 340 nm .

La unidad de actividad fue definida como la actividad enzimatica necesaria para la

produccién de 1 nmol de NADPH por minuto.
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2.5.12. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD 6-PG DH

El ensayo automatizado, se basé en el método manual descrito en Bergmeyer (1984).

-Fundamento:

NADP' NADPH +H"*

6-P gluconato A—L Ribulosa 5-P

6-PG DH

-Condiciones de ensayo:

La mezcla final de reaccién, 200 ni, contenia:

Tampon Imidazol-HCI, pH 7.7 83 mM
MgCl, 3mM
NADP 0.5 mM
6-P gluconato 2mM

La reaccion se llevaba a cabo a 30°C, siendo iniciada por adicion de 4 nl de muestra
(obtenida segln el apartado 2.3.1.) a 196 nl de mezcla de reaccioén. Se registré el incremento
de absorbancia a 340 nm debido a la aparicion de NADPH.

Una unidad de actividad se definié como la cantidad de enzima capaz de producir 1 nmol
de NADPH por minuto.

2.5.13. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ALT

La determinacion de la actividad ALT fue llevada a cabo a través del uso de un kit de la

casa Roche para su uso en COBAS MIRA S.

-Fundamento:
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L-alanina L-glutamato

+

NADH +H" NAD

ALT E f
2-oxoglutarato Piruvato L-lactato

Lactato DH

-Condiciones de ensayo:

La mezcla final de reacciéon (191 nl) constaba de:

Tampoén Tris-HCI, pH 7.5 100 mM
2-oxoglutarato 13.7 mM
NADH 0.18 mM
L-alanina 0.5 mM
Lactato DH 21 mkat I1

La reaccion era incubada a 30°C, siendo iniciada por adicion de 16 nl de muestra
(obtenida segun el apartado 2.3.1.) a 175 ml de la mezcla de reaccion, registrandose el
descenso de absorbancia a 340 nm resultado de la oxidacion del NADH de la mezcla de
reaccion.

La unidad de actividad era definida como la cantidad de enzima capaz de consumir 1

nmol de NADH por minuto.

2.5.14. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AST

Para la determinacion de la actividad enzimatica AST se utilizé un kit comercializado

por la casa Roche.
-Fundamento:

L-aspartato L-glutamato

AST Malato DH

2-oxoglutarato Oxalacetato 7T L-malato

.
NADH +H*  \ap*
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-Condiciones de ensayo:

El volumen final de ensayo, 191 ni, contenia:

Tampon Tris-HCI, pH 7.8 80 mM
2-oxoglutarato 12.6 mM
NADH 0.18 mM
L-aspartato 220 mM
Lactato DH 15 mkat I-1
Malato DH 10 mkat I-1

La reaccion fue desarrollada a 30°C tras adicién de 16 ml de muestra (obtenida segin
el apartado 2.3.1.) a 175 nl de mezcla de reaccién. El descenso de absorbancia, por
desaparicion de NADH, fue seguido a 340 nm.

Una unidad de actividad AST se defini6 como aquella cantidad de enzima capaz de

consumir 1 nmol de NADH por minuto.

2.6. ANALISIS DE LA PRESENCIA DE PROTEINA 6-PF 2-K/FRU 2,6-
P>,ASA INMUNODETECTABLE POR WESTERN BLOT

La presencia de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa fue detectada mediante el uso de

anticuerpos policlonales especificos contra la enzima hepatica de rata (cedidos por el Dr. A.
Tauler) por la técnica de Western Blot, basada en el método de Burnette (1981).

Se utilizaron geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE/SDS)
para separar las proteinas en base a su peso molecular por electroforesis, segun el método de
Laemmli (1970).

Previo a la electroforesis, las muestras (obtenida segun el apartado 2.3.2.) fueron
hervidas 5 minutos en tampon de carga desnaturalizante. Posteriormente fueron sembradas
sobre el gel apilador, y tras aplicar un campo eléctrico de 20 mA durante 90 minutos, las
proteinas fueron separadas en la malla polimérica del gel separador.

Al término del proceso electroforético la proteina se electrotransferia desde el gel
hacia un filtro de nitrocelulosa Hybond™-C super (Amersham) en solucién de transferencia,
quedando asi retenida y fijada la proteina en la membrana. La transferencia era llevada a cabo
durante 3 horas a 60 V manteniendo la temperatura a 4°C.

Terminada la transferencia se dejaba el filtro a 4°C en solucidon blogueante, 10%
leche descremada Molico en polvo en tampoén TBS, hasta proceder a la inmunodeteccion.

La inmunodeteccion fue realizada a temperatura ambiente. El filtro se incubaba

inicialmente 1 hora en TBS con albimina sérica bovina al 3%. Posteriormente se afiadia el
anticuerpo primario (anti - 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado de rata) en una dilucién
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final 1:1000, dejando incubar una nueva hora. Acabado el proceso, se lavaban las membranas
3 veces durante 10 minutos con 200 ml de TBS. A continuacién se procedia a incubar otra
hora con el anticuerpo secundario (anti - IgG de conejo) conjugado con peroxidasa de rdbano
y diluido 1:3000 en TBS con albumina sérica bovina al 3%. Finalmente, tras lavar las
membranas como anteriormente, se llevé a cabo la deteccién del anticuerpo secundario unido
por uso del kit ECL™ Western Blotting (Amersham).

El protocolo seguido es el descrito en el kit, el cual se basa en la deteccion de la
quimioluminiscencia producida en la reaccidon de oxidacién del luminol por la peroxidasa de
rdbano, conjugada al anticuerpo secundario, en presencia de H,O, y compuestos quimicos
potenciadores como los fenoles. La reaccién emite un maximo de luz a una longitud de onda de
428 nm, que se puede detectar por exposicidon durante cortos espacios de tiempo (15
segundos - 3 minutos) en peliculas autorradiograficas sensibles a la luz azul. Se utilizaron

para ello las peliculas Hyperfilm™-ECL (Amersham).

Tampodn de carga:

Tampoén Tris-HCI, pH 6.8 62.5 mM
SDS 2%
Glicerol 10 %
2-mercaptoetano 15 %
Azul de bromofenol 0.02 %
Gel apilador:
Tampoén Tris-HCI, pH 6.8 125 mM
Acrilamida 4 %
Bis 0.11%
SDS 0.1%
Persulfato amonico 0.038 %
TEMED 4 mM

Gel separador:

Tampon Tris-HCI, pH 8.8 375 mM
Acrilamida 10 %
Bis 0.27 %
SDS 0.1%
Persulfato aménico 0.075 %
TEMED 5mM

Tampon de electroforesis:

Tampoén Tris-HCI, pH 8.3 25 mM
SDS 0.1%
Glicina 192 mM
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Solucion de electrotransferencia:

Tampén Tris-HCI, pH 8.3 25 mM

Metanol 20 %

Glicina 192 mM
Tampon TBS:

Tampoén Tris-HCI, pH 7.5 20 mM

NaCl 150 mM

2.7. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.7.1. OBTENCION DE CELULAS DE Escherichia coli COMPETENTES

En condiciones naturales, a Escherichia coli s6lo se le pueden introducir pequefias
cantidades de ADN exdgeno. Para conseguir una transformacioén eficiente debe llevarse a cabo
un pre-tratamiento de las células antes de llevar a cabo la transformacién. Tras el
tratamiento las células adquieren competencia, haciéndose mas sensibles a la transformacion.

El protocolo seguido se basa en poner las células en contacto con CaCl, frio (Sambrook
et al., 1989). Se inoculan 50 ml de medio de crecimiento LB con una colonia de células de la
cepa XL1-Blue de Escherichia coli (Stratagene), o bien con 300 m de un cultivo liquido
previo. Se permite el crecimiento a 37°C en agitacion hasta alcanzar una densidad 6ptica no
superior a 0.9 a una longitud de onda de 590 nm. En ese momento se sedimentan las células
por centrifugacién a 25009 durantel10 minutos, y se resuspenden en 50 ml de 100 mM

MgCl, frio. Se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones y se resuspende el sedimento

con la misma solucién, aunque esta vez en 10 ml. Se afiaden 100 ml de solucién 100 mM
CaCl, y se mantiene la mezcla en hielo entre 30 y 90 minutos. Tras una Uultima

centrifugacion se resuspende el sedimento con 12.5 ml de solucién de resuspension. A fin de
incrementar la competencia se dejan 12 horas a 4°C previamente a su uso.

Las células mantienen la competencia almacenadas a -80°C hasta un afio.

Medio de crecimiento LB:

CINa 1%
Triptona 1%
Extracto de levadura 0.5%

Solucién de resuspension:

CacCl, 85 mM
Glicerol 15 %
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2.7.2. TRANSFORMACION DE CELULAS DE Escherichia coli

Se siguid un protocolo basado en la introduccion de ADN exdgeno por choque térmico
(Sambrook et al., 1989), segun el cual se mezclaron 20 m de disolucién del ADN exdgeno con
200 m de una solucion de células competentes. Tras ser mantenidas 10 minutos en hielo se
incuban 3 minutos a 42°C, proceso que facilita la entrada del ADN exdgeno en las células a
través de poros creados en la membrana celular por efecto de la elevada temperatura. Pasada
la incubacién se enfria la mezcla en hielo. Posteriormente se afiaden 800 nl de medio de
crecimiento liquido LB, para incubar 45 minutos mas a 37°C, periodo durante el que las
células desarrollan las resistencias a antibidticos que tipicamente se incluyen en los vectores
que se utilizan como vehiculos portadores de ADN exdgeno. Finalmente se centrifuga a
20000g durante 5 minutos a temperatura ambiente para sedimentar las células, que son
resuspendidas en un volumen pequefio del propio sobrenadante, volumen asi apto para llevar

a cabo cultivos en medio sélido.

2.7.3. ELECTROFORESIS DE ADN

Fueron llevadas a cabo a fin de comprobar aislamiento de plasmidos, fragmentos de
ADN purificados y andlisis de fragmentos de restriccion y de PCR. Para ello se utilizaron
geles de agarosa, que constituyen una malla polimérica, a través de la que migran hacia el
anodo las moléculas de acidos nucleicos, cargados negativamente, al aplicar un campo
eléctrico. La velocidad de migracién es inversamente proporcional al logaritmo del tamafio
del fragmento del 4cido nucleico en cuestidn. La concentracion de agarosa en el gel determina
el tamafio de la malla. Los geles utilizados se prepararon, en tampén de electroforesis, con
agarosa entre el 1 y el 2%, en funcién del tamafio de los fragmentos a separar.

Los acidos nucleicos fueron visualizados por uso de bromuro de etidio, presente a una
concentracion de 0.5 ng ml-1 tanto en gel como en tampdn. El bromuro de etidio se intercala
entre las bases nitrogenadas, pudiendo detectarse fluorescencia visible al irradiar con luz

ultravioleta.

Tampon de electroforesis:

Tampoén Tris-HCI, pH 8 40 mM
EDTA 1 mM
Acido acético glacial 20 mM
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2.7.4. AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO

2.7.4.1. Preparacion de pequefias cantidades de ADN plasmidico

Se realizaron cultivos de la cepa XL1-blue de Escherichia coli a fin de aislar pequefias
cantidades de plasmido para realizar los analisis de restriccion. Se utiliz6 el método de

aislamiento por ebulliciéon (Sambrook et al., 1989).

-Protocolo:

Se inocula 1.5 ml de cultivo bacteriano y se deja crecer en agitacion durante 16
horas. Tras el crecimiento, se sedimentan las células por centrifugacion durante 30 segundos
a 20000g. Despues de retirar el sobrenadante se afiaden 200 m de solucién STET. Se
resuspende el sedimento y se afiaden 20 nl de un soluciéon de lisozima de 10 mg ml't en TE
recién preparada, y, tras mezclar por agitacion 30 segundos, dejamos hervir otros 40
segundos. Los restos celulares obtenidos en el proceso litico son separados por centrifugacion
a 20000g 10 minutos, quedando los acidos nucleicos en el sobrenadante. al que se afiaden 200
m de 3 M acetato de sodio pH 7 y 250 nl de isopropanol. Después de mezclar, se centrifuga
20 minutos a 20000g, lo que provoca la precipitacion del ADN plasmidico. Una vez retirado
el sobrenadante, se lava el precipitado con 200 m de 70% etanol frio durante 30 minutos a -
20°C. Por ultimo se retira el etanol y se procede a resuspender el ADN en 25 ml de una
solucién de 100 ng ml-1 RNasa A en TE recién preparada. Se incuba 30 minutos a 37°C y se

almacena el ADN a -20°C hasta su uso.

Solucién STET:

Tampdn Tris-HCI, pH 8 50 mM

Sacarosa 8 %

Tritén 0.5%

EDTA 50 mM
Solucién TE:

Tampén Tris-HCI, pH 8 10 mM
EDTA 1 mM
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2.7.4.2. Preparacion de grandes cantidades de ADN plasmidico

A fin de aislar mayores cantidades de plasmido se utilizé el kit Plasmid Midi Protocol
de QIAGEN. Asi fue aislado el vector pBluescript SK- (Stratagene), de elevado nimero de

copias por célula. El protocolo seguido, brevemente descrito comprende:

Tras dejar crecer a saturacion 50 ml de un cultivo bacteriano de E. coli, se
sedimentan las células por centrifugacion a 10000g durante 10 minutos a 4°C. El sedimento
se resuspende en 4 ml de solucidn A. Posteriormente se adicionan otros 4 ml de solucién B, de
lisis celular, y se deja actuar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se afiaden a
continuaciéon 4 ml de soluciéon C, dejandose incubar 15 minutos en hielo, para luego
centrifugar a 30000g 30 minutos a 4°C. El sobrenadante, en el que se encuentra el ADN en
solucion, se aplica a una columna con resina capturante de ADN, previamente equilibrada con
4 ml de solucion D. La columna cargada se lava dos veces con 10 ml de solucién E.
Posteriormente se procede a la elucion del ADN de la resina con 5 ml de tampon de elucién F.
Finalmente el ADN es precipitado con 0.7 volimenes de isopropanol y aislado por
centrifugacion a 30000g durante 30 minutos a 4°C. El sedimento se lava con 70% etanol
frio, para ser finalmente redisuelto en 300 i de solucion TE.

Solucién A: Tris-HCI, pH 8 50 mM
EDTA 10 mM
RNasa A 100 mg ml-1
Solucién B: NaOH 200 mM
SDS 1%
Solucién C: Acetato potasico, pH 5.5 3M
Solucion D: MOPS, pH 7 50 mM
NaCl 750 mM
Etanol 15%
Triton X-100 0.15 %
Solucién E: MOPS, pH 7 50 mM
NacCl 1M
Etanol 15 %
Solucion F: Tris-HCI, pH 8 50 mM
NaCl 1.25M
EDTA 1 mM

2.7.5. PURIFICACION DE FRAGMENTOS LINEALES DE ADN A PARTIR DE
GELES DE AGAROSA

Los fragmentos de ADN fueron extraidos de geles de agarosa a través del QIAEX Gel

Extraction Kit de QIAGEN. El protocolo, descrito brevemente, se basa en:
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Al trozo de agarosa que contiene el fragmento de ADN, se le afiaden, por cada 100 mg de
gel, 300 m de solucién 1. Tras afadir 10 i de la resina capturante del ADN en suspension e
incubar 10 minutos a 50°C, se sedimenta la resina por centrifugacion a velocidad maxima en
una centrifuga de sobremesa durante 30 segundos. La resina, unida al ADN, se lava dos veces,
primero con la solucién 2 y posteriormente con la solucidon 3. Después de hacerla sedimentar
por centrifugacion, se seca el sedimento durante 15 minutos a 37°C. Tras resuspender el
sedimento en 20 m de TE e incubar 5 minutos a temperatura ambiente, se obtiene el ADN en
suspensioén, separado de la resina y listo para ser almacenado a -20°C.

Solucion 1: Tris-HCI, pH 7 10 mM
Nal 3M
NaClO, 4 M
Tiosulfito sédico 10 mM

Solucién 2: Tris-HCI, pH 7 10 mM
NaClO, 8M

Solucién 3: Tris-HCI, pH 7.5 10 mM
Etanol 70 %
NacCl 100 mM

2.7.6. AISLAMIENTO DE ARN

El ARN total fue aislado de tejido congelado y pulverizado (100-200 mg de higado), a
partir de la formacion de un gradiente de cloruro de cesio (Sambrook et al., 1989). El tejido
fue homogeneizado con una solucidn de tiocianato de guanidina haciendo uso de un
POLYTRON™-PTA 7 en posicién 7-8.

Una vez obtenida la solucién homogeneizada se procedié a aislar el ARN mediante el uso
de un gradiente de cloruro de cesio, para lo cual se adicionaban 3 volimenes de homogeneizado
sobre un volumen de solucién de cloruro de cesio y se procedia a centrifugar a 100000g
durante 18 horas a 20°C en una centrifuga Beckman provista de un rotor SW 41 Ti. El ARN,
sedimentado en el fondo del tubo, se resuspendia con una solucién de 0.3 M acetato de sodio pH
5, tras lo que se dejaba precipitar en 60% etanol frio durante 2-3 horas a -20°C, para
recuperar luego el ARN por centrifugacién a 20000g durante 15 minutos a 4°C. Después de
retirar el sobrenadante, el ARN se redisolvia en solucion TE / 0.1% SDS, para ser

almacenado a -80°C.

La concentraciéon de &cidos nucleicos en una soluciéon puede ser cuantificada por
medicién de la densidad éptica a una longitud de onda de 260 nm. En el caso del ARN, 1 unidad
de densidad 6éptica se corresponde con una concentracion de 40 ng ml-1. Ademas, la relacién de
absorbancias 260 nm/280 nm da idea del grado de contaminacion proteica de la solucién.

Valores entre 1.7 y 2 corresponden a un nivel de pureza aceptable para el ARN.
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Solucién de tiocianato de guanidina:

Tiocianato de guanidina 4M
N-lauryl-sarcosina 0.5 %
2-mercaptoetanol 0.7%
Citrato sddico, pH 7 0.75 M

Solucién de cloruro de cesio:

Cloruro de cesio, pH 7 57M
EDTA 110 mM
DEPC 0.1%

2.7.7. OBTENCION DE ARN POLI (A*)

A fin de aislar ARN Poli (A+) se hizo uso del kit comercial PolyATract mRNA Isolation
System (Promega). Este sistema se basa en la atraccién entre oligo (dT)-biotinilados y

particulas metalicas unidas a estreptavidina. El protocolo seguido, brevemente descrito, fue:

Calentar, durante 10 minutos a 65°C, 1 mg de ARN total en un volumen total de 0.5
ml. Afiadir 3 m de oligo (dT)-biotinilados y 13 nml de 20x SSC. Mezclar y dejar a
temperatura ambiente 10 minutos, permitiendo la unién de los oligo (dT) y los ARN Poli
(A+).

Afadir la mezcla a una suspension de particulas metalicas unidas a estreptavidina,
previamente equilibrada con 0.5x SSC. Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Capturar, haciendo uso de un  soporte magnético, las particulas
metalicas/estreptavidina unidas a biotinaZoligo (dT)-ARN Poli (A+). Retirar el
sobrenadante y limpiar las particulas 4 veces con 300 nl de 0.1x SSC. Finalmente eluir el
ARN,, por resuspension de las particulas en H,O DEPC y posterior captura de las particulas

en el soporte magnético. De esta forma, en el sobrenadante, se encuentra el ARN Poli (At) en
suspension.

2.7.8. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE 6-PF 2-K/FRU 2,6-P,ASA
POR NORTHERN BLOT

El ARN era separado, en base al tamafio, por electroforesis en geles de agarosa, que
eran preparados al 1% en tampdn de electroforesis. Por carril se sembraban 20 ng de ARN
total 6 2 ng de ARN poli (A+) en tampon de carga. La electroforesis se desarrolla a 3-5 V cm-
1 durante aproximadamente 4-5 horas. Posteriormente, el formaldehido era retirado por

agitacion del gel sumergido en agua. El ARN se fijaba entonces a una membrana de nylon (N-
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hybond), lo que se llevaba a cabo transfirendo por capilaridad desde el gel hasta la membrana
con una solucién de 5x SSC. ElI ARN transferido se fij6 a la membrana por irradiacién con luz
ultravioleta durante 2-3 minutos. Los filtros fueron almacenados secos hasta su uso a 4°C.

Las sondas de ADN utilizadas para la deteccién de ARN,,, fueron marcadas por el método
de random-primer (cebadores al azar), haciendo uso del kit de marcage Rediprime
(Amersham). Para ello se incuban, a 37°C durante 10 minutos, 25 ng del ADN a utilizar
como sonda, con el fragmento klenow de la polimerasa | de ADN de Escherichia coli, en
presencia de nonameros al azar como cebadores, dATP, dGTP, dTTP y [a- 32P] dCTP (20 nCi).

Los filtros fueron prehibridados durante 4 horas a 42°C con 10 ml por filtro de
solucién de prehibridacion. Posteriormente se afiadia la sonda, recién hervida durante 10
minutos y enfriada en hielo, a la solucién de prehibridacién. De esta forma se deja proceder
la hibridacién durante 18 horas a 42°C, con una actividad especifica final del orden de 106
cpm mi-1,

Los filtros que fueron hibridados con la sonda homéloga obtenida para la deteccion de
la expresion de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa (apartado 2.7.11.), se lavaron en condiciones de
elevada astringencia. Para ello, se lavé dos veces durante 15 minutos a la temperatura de
hibridaciéon con 2x SSC, 0.2% SDS, y posteriormente en otras dos ocasiones a 65°C con 0.1x
SSC, 0.2% SDS.

A causa del fuerte enlace entre el ARN y la membrana, los filtros pudieron ser
reutilizados en diversas ocasiones, para lo que debian retirarse previamente las sondas
hibridadas, lo que se conseguia lavando primeramente en dos ocasiones durante 30 minutos
con 0.2x SSC, 0.1% SDS a 100°C, y por ultimo otros 30 minutos a 100°C con 0.2x SSC. De
esta forma los filtros pudieron ser rehibridados con una sonda heteréloga, b-actina de higado
de rata, a fin de comprobar la normalizacion de las cantidades sembradas de ARN. Los lavados
en este caso fueron realizados en condiciones de baja astringencia, llevando a cabo dos durante
15 minutos a 42°C con 2x SSC, 0.2% SDS y otros dos a 65°C con 0.5x SSC, 0.2% SDS.

Prehibridaciones, hibridaciones y lavados fueron llevados a cabo en un horno de
hibridacion (Hybaid).

Una vez finalizado el proceso de hibridacion, las membranas fueron puestas en
contacto con peliculas autorradiograficas Hyperfiim™-MP (Amersham) a -80°C por un
tiempo variable. Después de revelar las peliculas, las intensidades de las bandas aparecidas
fueron analizadas por densitometria.

Las medidas de las diferentes especies de ARN analizados fueron determinadas por

comparacién con marcadores de tamafio de ARN de rango 0.28-6.58 Kb.
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Tampon de electroforesis:

Tampon MOPS, pH 7 20 mM
Formaldehido 0.67 M

Acetato de sodio 5mM
EDTA 1 mM

Tampodn de carga:

Tampon MOPS, pH 7 40 mM
Formaldehido 0.67 %
Formamida 25 %
Acetato de sodio 10 mM
EDTA 2mM
Azul de bromofenol saturado 10 %
Glicerol 6 %
Bromuro de etidio 20 gy

Solucion SSC (1x):

Citrato sodico, pH 7 150 mM
NaCl 150 mM

Solucién de prehibridacion:

Fosfato sédico, pH 6.5 50 mM
NacCl 1M
Solucién de Denhardt 7.5x
Sulfato de dextrano 0.2 mM
SDS 1%
ADN de esperma de salmon 0.5 mg ml-1

Solucién de Denhardt (1x):
Ficoll 400 0.02 %

Poli (vinilpirrolidona) 0.02 %
Albumina sérica bovina fraccion V 0.02 %

2.7.9. CUANTIFICACION POR DENSITOMETRIA DE PELICULAS
AUTORRADIOGRAFICAS

Las impresiones en pelicula autorradiograficas fueron densitometradas en un sistema

VILBER LOURMAT en linea con la utilizacién en ordenador del programa Bio-Profil.

83



MATERIALES Y METODOS

2.7.10. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS Y
AMINOACIDOS

Mapas de restriccion, alineamientos, comparaciones entre secuencias y, en general,
todos los andlisis de secuencias de acidos nucleicos y proteinas fueron llevados a cabo a través

del manejo de los programas incluidos en el GCG (Genetic Computer Group, Madison WI).

2.7.11. RT-PCR

El ADN complementario fue sintetizado a partir de ARN total de tejido hepatico,
preparado segun se indica en el apartado 2.7.6., por incubacién con la actividad enzimatica
transcriptasa reversa durante una hora a 37°C en un volumen final de 20 nl. La mezcla de

reaccion contenia:

Tampoén Tris-HCI pH 8.3 50 mM
KCI 75 mM
MgCl, 3 mM
DTT 10 mM
dNTP 0.5 mM de cada
Hexanucle6tidos al azar 125 ng
rRNAsin (inhibidor de ribonucleasas) 20U
ARN total lnyg
Transcriptasa reversa del virus de la leucemia
murina de Moloney (M-MLV RT) 200U

Las reacciones de amplificacion se realizaron por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en un Mini Cycler™ (MJ Research), llevandose a cabo en un volumen

final de 50 m con:

dNTP 200 nM de cada
Cebadores 0.5 mM de cada
ADN. obtenido en la transcripcion reversa 5nm
Polimerasa de ADN de Thermus aquaticus

(Tag DNA pol) 1U

Todos los componentes de la reaccion, salvo el ADN, y la polimerasa, fueron incubados

en un volumen de 25 nl durante 7 minutos a 80°C bajo una perla de cera de parafina en un
microtubo de 0.5 ml de capacidad. Tras dejar enfriar la mezcla, el ADN, y la polimerasa se
afiadian en un volumen de 25 m sobre la parafina. Tras una desnaturalizacién inicial de 1
minuto a 94°C, se llevaron a cabo 40 ciclos de amplificaciéon a 92°C durante 1 minuto
(desnaturalizacion), 60°C por 1 minuto 15 segundos (anillamiento), 72°C por 1 minuto 50
segundos (extension), para acabar con cinco minutos de extensién final a 72°C.

Los oligonucledtidos utilizados como cebadores para la amplificacion por PCR

corresponden a regiones conservadas en mamiferos, concretamente en humanos, ratén y vaca.
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11, TACATCAAGATCTTCGACGTGGG, e 12, AGGCACCGCATGACAGCCTG, ambos en sentido 5™ a 37,
fueron sintetizados de acuerdo con la secuencia del ADN. de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-

P,asa de higado humana (Lange y Pilkis, 1990) en las posiciones 728-750 y 1259-1278,

respectivamente.

2.7.12. CLONAJE DEL ADN; AMPLIFICADO POR RT-PCR

El fragmento de ADN. amplificado por RT-PCR fue clonado en el vector plasmidico

pBluescript® SK- (Stratagene). Previo a la ligacién del ADN con el vector, el plasmido fue
cortado con EcoR V. Los grupos 57 -fosfato terminales de los extremos romos del vector,
fueron eliminados para impedir la recircularizacién y la formaciéon de dimeros del vector,
por incubacién con fosfatasa alcalina durante 30 minutos a 37°C. Después de incubar a 75°C
durante 10 minutos, se eliminaron los restos de fosfatasa alcalina por aislamiento del vector
a partir de su extraccion desde un gel de agarosa segin el método descrito en el apartado
2.7.5.

Por otra parte el fragmento de ADN, obtenido por PCR, purificado también por
extraccion a partir de un gel de agarosa, como consecuencia de la utilizacidon de la Tag DNA
pol, presenta en sus extremos 3~ una adenina extra. Por esta razén, los extremos debieron de
hacerse perfectamente romos a fin de lograr una ligacién eficiente. Ello fue conseguido por
incubacién a 37°C durante 10 minutos con la actividad exonucleasica 3” a 5~ del fragmento
klenow de la polimerasa | de ADN de Escherichia coli. A fin de rellenar posibles huecos
producidos por un exceso de actividad exonucleasica se incubd posteriormente 5 minutos mas
a 37°C con una mezcla de dNTPs (0.5 mM cada uno), para dejar asi actuar la actividad

polimerasica 5 a 3 del fragmento klenow.

Para clonar el producto de PCR en la diana EcoR V del vector plasmidico pBluescript®
SK-, se llevé a cabo la ligaciéon a temperatura ambiente durante 16 horas, en un volumen

final de 20 nl conteniendo:

Tampon Tris-HCI, pH7.8 30 mM
MgCl, 10 mM
DTT 10 mM
ATP 0.5mM
Ligasa del fago T, 3U
Plasmido 1.2 my
ADN a insertar 0.4 ny
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2.7.13. SELECCION DE CELULAS TRANSFORMADAS DE Escherichia
coli

Tras la ligacion se procedid a transformar células competentes de la cepa XL1-Blue
MRF' de Escherichia coli, resistentes a tetraciclina, identificandose los plasmidos con inserto
a través de la seleccion de colonias de color blanco en medio de crecimiento sélido LB agar con
tetraciclina, ampicilina, X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-galactésido) e IPTG
(Isopropil-D-tio-galactopirandsido). Mientras que la tetraciclina selecciona el crecimiento
de las células de la cepa XL1-Blue MRF' de Escherichia coli, la ampicilina selecciona las
transformadas por el vector, dado que éste presenta la resistencia a dicho antibidtico. La cepa
XL1-Blue MRF' presenta el episoma F', el cual permite la seleccién por color, puesto que
contiene la mutacion AM15 del gen codificador para b-galactosidasa (lac Z), requerida para
la complementacion con el extremo amino terminal del gen, presente en el vector
pBluescript®. La expresién de ambas partes es necesaria para la sintesis funcional de la b-
galactosidasa. El gen lac Z del vector se presenta interrumpido por el conjunto de dianas,
polylinker, en donde se encuentra el punto de clonaje. De esta forma, en un medio de
crecimiento en presencia de IPTG, inductor de la transcripcién del promotor del gen lac Z,
asi como como del sustrato cromogénico X-gal, éste es hidrolizado por la b-galactosidasa
liberando un derivado inddlico que confiere un caracteristico color azul a las colonias
procedentes de células que han incorporado el plasmido intacto. Sin embargo, en aquéllas en
las que se ha insertado el fragmento a clonar, se produce una interrupcién insalvable a la
hora de producir actividad b-galactosidasica, por lo que el X-gal no se hidroliza y las colonias

resultantes son facilmente identificables por su color blanco.

2.7.14. SECUENCIACION DE ADN

Dos colonias independientes del fragmento clonado por PCR fueron secuenciadas por
ambos lados. Para ello se utilizé un secuenciador automatico de ADN (Applied Biosystems
373A) y el kit comercial Taqg dye primer cycle sequencing kit. Este sistema hace uso de
terminadores unidos a fluorocromos especificos para cada dideoxinucle6tido, de forma que un

sistema laser es capaz de discriminar la longitud de onda fluorescente emitida.

2.8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos fue realizado mediante el uso del programa
SuperANOVA. De esta forma, los efectos debidos a las condiciones objeto de estudio, fueron

ensayadas y determinadas segun el test Student-Newman-Keuls. Con un asterisco se indica un
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nivel de significaciéon con P < 0.05, mientras que dos asteriscos indican que el nivel de

significacion es P < 0.01.
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3.1. EFECTO DEL AYUNO Y DE LA REALIMENTACION

Con anterioridad, nuestro grupo, habia comprobado, en higado de Sparus
aurata, la sensibilidad del contenido de glucégeno y de Fru 2,6-P,, asi como de las
actividades enzimaticas 6-PF 1-K, 6-PF 2-K, PK, Fru 1,6-P,asa, Glu 6-P DH y 6-PG
DH, a las condiciones de ayuno y de realimentaciéon (Garcia de Frutos et al., 1990;
Bonamusa et al., 1989 y 1992). Para conocer cémo inciden las condiciones
nutricionales sobre el metabolismo intermediario de los carbohidratos en higado de
dorada, y, en especial, sobre la actividad, cantidad y expresibn de la enzima
bifuncional 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, clave en la glucdlisis-gluconeogénesis, nos

planteamos el disefio de un experimento previo de ayuno y realimentacion.

El experimento se realizé con 42 peces, habituados previamente durante un
periodo de 17 dias, a la ingestion de una dieta rica en carbohidratos (dieta 10:
31.6% carbohidratos, 37.4% proteina, 11.6% lipidos, 16.0% sales, 3.4% humedad,
439.7 Kcal/100g). La dieta les fue administrada una vez al dia, en cantidad de un
2% en relaciéon al peso fresco. Previo al inicio del ayuno (grupo de peces
alimentados control), asi como a los 8 y 18 dias de ayuno, se sacrificaron peces
para efectuar la toma de muestras de higado y sangre. Posteriormente fueron
sometidos a realimentacibn en las mismas condiciones que en la fase de
habituacién a la dieta, tomandose muestras de los tejidos a las 8 horas, 2 dias, 8
dias y 21 dias de iniciada la realimentacion.

3.1.1. Efecto del ayuno y de la realimentacion sobre el indice
hepatosomaético.

El indice hepatosomatico (IHS = [Peso del higado (g) / Peso corporal (g)] X
100) se contempla como un buen indicador del aporte energético suministrado por
la dieta en los peces (Love, 1970), habiendo sido utilizado por nosotros a lo largo
de todos los experimentos.

El efecto del ayuno sobre este indice es un dramético descenso, llegando a
un tercio del valor observado en los animales alimentados a los 8 dias de ayuno, y
a una cuarta parte a los 18 dias. La realimentacion fuerza la recuperacion del IHS,
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alcanzando un 45% del valor control a los 2 dias, y recuperando los valores
normales a los 8 dias. (figura 3.1).

IHS

* *
* %

mEE3

8d 18d 8h 2d 8d 21d
Control Ayuno Realimentaci6n

Figura 3.1 . Efecto del ayuno y de la realimentacion sobre el indice hepatosomatico (IHS).

Aparecen representados los valores obtenidos para el grupo control (alimentado 17 dias), doradas
ayunadas, tras el periodo de alimentacidn, 8 (8d) y 18 dias (18d) y peces realimentados 8 horas (8h),
2 (2d), 8 (8d) y 21 dias (21d). El IHS [Peso del higado (g) x100 / Peso corporal (g)] se expresa como la
mediatSEM de al menos cuatro doradas. La dieta utilizada estaba compuesta por: 31.6%
carbohidratos, 37.4% proteinas, 11.6% lipidos, 16.0% sales, 3.4% de humedad, 439.7 Kcal/100g. Una
vez al dia se administraba la dieta, en cantidad de un 2% en relacion al peso fresco de los peces.

** Diferencia significativa con el control, P < 0.01.

3.1.2. Respuesta al ayuno y a la realimentacion de glucosa y lactato en suero,
y de Fru 2,6-P,, glucégeno, Fru 6-P y Glu 6-P en higado

Comprobado el estado somatico de los animales, pasamos a determinar los
niveles de diferentes metabolitos, determinados en suero e higado, que se
presentan en la tabla 3.1. En cuanto a los valores de glucosa y lactato,
determinados en suero, pudimos observar unos ligeros descensos como
consecuencia del ayuno. En cambio, los pardmetros determinados en higado (Fru
2,6-P,, glucdgeno, Fru 6-P y Glu 6-P), mostraron descensos notables y significativos
como consecuencia del ayuno prolongado. A los 18 dias de ayuno, los niveles de
glucégeno y Fru 2,6-P, en higado alcanzaron valores minimos.

En todos los metabolitos hepaticos determinados, glucégeno, Fru 6-P, Glu 6-
Py Fru 2,6-P,, se apreci6é una tendencia a la recuperacién después de tan sdélo 8

horas de iniciada la realimentaciéon. De todos ellos, fue el glucégeno el que mostré
una mas rapida recuperacién de sus niveles tras la realimentacién, de forma que a
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los 8 dias ya alcanzé los valores observados en condiciones normales de
alimentaciéon. Por el contrario, Glu 6-P, Fru 6-P y Fru 2,6-P, no alcanzaron los

valores control hasta los 21 dias de iniciada la realimentacion.

Control Ayuno Realimentacién
8 dias 18 dias 8 horas 2 dias 8 dias 21 dias
Glucosa 60.1 411 50.3 207.1 51.2 67.5 53.9
(mg/dl)
Lactato 33.2 13.8 21.5 19.8 25.1 21.8 27.1
(mg/dl)

fru 2,6-P2 |99.5+24.8(3)| 5.9+4.0 (3)** 0.620.3 (3)*] 6.5+3.6 (5)** 17.6+20.7 (5)**46.8+31.1 (4)189.0+60.0 (4)**
(nmol/qg)

Glucogeno | 18.4 +3.7 (4) 5.0£3.0 (3)** 0.3+0.3 (3)*]5.4%0.2 (3)**14.9+2.6 (3)  17.1x12(3) 21.3+15(3)
(9/100g)

Fru 6-P 184.6 -- 25.6 -- 61.2 57.7 185.4
(nmol/qg)

Glu 6-P 304.6 -- 92.3 -- 159.3 130.2 280.5
(nmol/qg)

Tabla 3.1 . Efecto del ayuno y de la realimentacién sobre glucosa y lactato en suero y sobre Fru 2,6-P,,
glucdgeno,Fru 6-P y Glu 6-P en higado.

Glucosa y lactato, expresados en mg/dl, fueron determinados en pools de sueros obtenidos de al menos
cuatro peces, segun los métodos explicados en los apartados 2.5.4. y 2.5.5. respectivamente, de
Materiales y métodos. Fru 2,6-P, y glucdgeno, expresados en nmol/g tejido y g glucosa/100g tejido
respectivamente, aparecen expresados como la mediatSEM. El nimero de animales utilizados
aparece entre paréntesis. Los extractos de tejido hepatico fueron preparados segun los apartados
2.3.4.y 2.3.3. respectivamente. Fru 6-P y Glu 6-P se expresan como la media de dos determinaciones
efectuadas en pools de extractos acidos de tejido hepatico de al menos cuatro animales, y fueron
obtenidos segun el apartado 2.3.5. Las determinaciones de glucdgeno, Fru 2,6-P, y Glu 6-P y Fru 6-P
fueron llevadas a cabo seguin se describe en los apartados 2.5.2., 2.5.6. y 2.5.3. respectivamente, de
Materiales y métodos. Las condiciones de alimentacion de los peces son las descritas en la figura 3.1 .
** Diferencia significativa con el control, P < 0.01.

3.1.3. Modificaciones en las actividades enziméticas hepaticas 6-PF 1-K, PK,
Fru 1,6-Psasa, Glu 6-P DH y 6-PG DH como consecuencia del ayuno y de la
realimentacion.

Una vez comprobados los cambios en los metabolitos hepéaticos,
analizamos las actividades enzimaticas del metabolismo de la glucosa en higado
(figura 3.2). Asi, comprobamos gue las enzimas reguladoras de la glucdlisis (6-PF
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1-K y PK) y de la ruta de las pentosas fosfato (Glu 6-P DH y 6-PG DH), descedian
como consecuencia del ayuno. La actividad 6-PF 1-K es la que sufre un descenso
mas acusado, presentando un 45% y un 30%, a los 8 y 18 dias de ayuno
respectivamente, de la actividad enzimatica observada en los peces control. En
cambio, las actividades PK, Glu 6-P DH y 6-PG DH tras un periodo de ayuno de 18
dias, presentan mas del 50% de actividad respecto de los valores control.

Todas estas actividades recuperan sus valores tras la realimentacion. La
actividad 6-PF 1-K fue la que se recuperd con mayor rapidez, siendo evidente el
incremento de actividad promovido por la realimentacion ya a las 8 horas, llegando
incluso a superar los valores control a los 8 dias de la realimentaciéon. PK, Glu 6-P
DH y 6-PG DH, por el contrario, no llegan a presentar niveles de actividad
superiores a los presentados en ayuno hasta los sobrepasar los 8 dias de
realimentacién, no llegando a alcanzar los valores control hasta los 21 dias de
realimentacion.

La gluconeogénesis, medida a partir de la determinacién de la actividad Fru
1,6-P,asa, sufre un proceso inverso al de la glucélisis. EI ayuno promueve un
aumento gradual de sus niveles de actividad, valores que no disminuyeron hasta
alcanzar los 21 dias de iniciada la realimentacion.

En la tabla 3.2 se presentan las relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-P,asa y PK /
Fru 1,6-P,asa calculadas a partir de las medias obtenidas para las actividades
enzimaticas correspondientes. Ambas relaciones se utilizan como un indicador del
sentido del flujo glucolitico (6-PF 1-K y PK) - gluconeogénico (Fru 1,6-P,asa). Ambas
relaciones sufren, en condiciones de ayuno, una disminucién de sus valores respecto
a los obtenidos en los peces control, indicando un efecto estimulador de la
gluconeogénesis e inhibidor de la glucdlisis bajo estas condiciones. La realimentacion
promueve una lenta recuperacién en ambos parametros, que no llegan a alcanzar
los valores control hasta los 21 dias de la realimentacion.

Control Ayuno Realimentacién
8dias 18dias| 8horas 2dias 8dias 21dias

6-PF 1K / Fru 1,6-P,asa 0.51 0.18 0.08 0.14 0.19 0.28 0.46
PK/Fru 1,6-P,asa 451 2.83 1.82 1.33 0.98 1.56 3.73

Tabla 3.2 . Efecto del ayuno y de la realimentacién sobre las relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-P,asa y PK
/ Fru 1,6-P,asa.
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Figura 3.2 . Efecto del ayuno y de la realimentacion sobre las actividades enzimaticas hepéticas 6-
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PF 1-K, PK, Fru 1,6-P,asa, Glu 6-P DH y 6-PG DH.

Se representan los valores determinados para el grupo alimentado control (C), grupos ayunados 8
(A8d) y 18 dias (A18d) y grupos realimentados 8 horas (R8h), 2 (R2d), 8 (R8d) y 21 dias (R21d).
Todas las actividades enzimaticas se expresan en mU/mg prot, representando el valor de la
mediatSEM de al menos tres determinaciones en extractos crudos, obtenidos segun el apartado 2.3.1.
6-PF 1-K, PK, Fru 1,6-P,asa, Glu 6-P DH y 6-PG DH fueron ensayadas de acuerdo a los apartados
2.5.8-12. de Materiales y métodos. Las condiciones de alimentacion de los peces son las descritas en
la figura 3.1.

* Diferencia significativa con el control, P < 0.05. ** Diferencia significativa con el control, P < 0.01.
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3.1.4. Variaciones en la actividad enziméatica, cantidad de enzima y expresion
de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de dorada, como efecto del ayuno y de
la realimentacion.

Tras haber comprobado que la utilizacion de los metabolitos y actividades
enzimticas determinados en higado son unos buenos indicadores del estado
nutricional en la dorada y, dado el papel crucial que juegan los niveles hepaticos de
Fru 2,6-P, en la regulacién de la glucdlisis-gluconeogénesis, pasamos a determinar
la regulaciéon nutricional de la enzima responsable de su sintesis y degradacion, 6-
PF 2-K/Fru 2,6-P,asa.

6-PF 2-K
Condicion Enzima activa Enzima total Activa/Total
Alimentados 17 dias 24.4 27.9 0.88
Ayunados 18 dias 0.8 8.7 0.09
Realiment. 8 horas 8.7 12.8 0.68
Realiment. 2 dias 13.0 19.8 0.65
Realiment. 8 dias 18.8 30.0 0.63
Realiment. 21 dias 26.9 30.6 0.88

Tabla 3.3 . Actividad enzimética 6-PF 2-K en extractos de higado de Sparus aurata.

Los datos estan expresados en mU/g tejido, y corresponden a la media de dos determinaciones de
actividad 6-PF 2-K efectuadas en pools formados por al menos cuatro peces para cada condicion. Los
ensayos de actividad se determinaron en extractos hepaticos parcialmente purificados, obtenidos
segun el apartado 2.3.2. Los ensayos de actividad de las formas total y activa de 6-PF 2-K se
llevaron a cabo seguin el apartado 2.5.7. de Materiales y métodos. Las condiciones de alimentacion de
los peces son las descritas en la figura 3.1 .

En la tabla 3.3 se presentan los valores obtenidos en extractos enziméticos
hepéaticos preparados para efectuar los ensayos de la forma activa (no
fosforilada) y de la total (fosforilada y no fosforilada) de la actividad enzimatica
6-PF 2-K, asi como la relaciéon entre ambas formas, activa/total. Tanto la forma
activa de la enzima como la total descienden en peces sometidos a condiciones de
ayuno y se recuperan por efecto de la realimentacion, aunque de forma
diferenciada. Mientras la forma activa sufre, tras un periodo de ayuno de 18 dias,
un descenso de 30 veces en relacion a los valores de peces alimentados, la forma
total desciende con menor intensidad, unas tres veces. La recuperaciéon de la
actividad a las 8 horas de la realimentacion se produce, asimismo, en mayor
medida por activacion de la enzima ya presente, aungue inactiva, en condiciones de
ayuno, provocando la inicial recuperacién observada en los niveles de Fru 2,6-P,. A
partir de este momento la actividad y su producto, el metabolito Fru 2,6-P,,

incrementan sus niveles gradualmente hasta el final del experimento. El ensayo de la
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forma total de la actividad 6-PF 2-K alcanza los valores de los peces alimentados
a los 8 dias de realimentacién, mientras que el de la forma activa, asi como la
relaciéon activa/Ztotal, no alcanzan tales valores hasta los 21 dias de iniciada la
realimentacion.
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Figura 3.3. Analisis por Western blot del efecto del ayuno y la realimentacion sobre la cantidad de
proteina 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en extractos hepaticos de dorada.

En la parte superior de la figura se puede observar la autorradiografia del analisis por Western blot
de extractos hepaticos sometidos a purificacion parcial de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa Los extractos se
obtuvieron a partir de pools de tejido hepatico de 4 peces, como en la tabla 3.3 . En los geles de
poliacrilamida se cargaron 60 ng de proteina total por carril. Carril 1: control de alimentacién;
carril 2: ayunados 18 dias; carril 3: realimentados 8 horas; carril 4: realimentados 2 dias; carril 5:
realimentados 8 dias; carril 6: realimentados 21 dias. El analisis por Western blot se llevé a cabo
segun el apartado 2.6. de Materiales y métodos. La dieta suministrada se corresponde a la descrita
en la figura3.1.

En la parte inferior se muestra la representacidn grafica del analisis densitométrico de la pelicula
de autorradiografia. C: control de alimentacién; A18d: ayunados 18 dias; R8h: realimentados 8
horas; R2d: realimentados 2 dias; R8d: realimentados 8 dias; R21d: realimentados 21 dias.

Gracias a la disponibilidad de un anticuerpo policlonal anti - 6-PF 2-K/Fru 2,6-
P,asa de higado de rata (amablemente cedido por el Dr. A. Tauler), llevamos a
cabo la determinacion de la cantidad de proteina 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa presente
en los extractos hepaticos de doradas sometidas a ayuno y realimentacion por
Western blot. Este anticuerpo se mostr6 Gtil en el reconocimiento de la enzima
hepéatica de dorada. En la figura 3.3 se muestra el resultado del analisis, pudiendo
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observarse el descenso en la cantidad de proteina provocado por el ayuno, y el
posterior aumento promovido por la realimentacion.
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Figura 3.4 . Analisis por Northern blot de la expresion de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de
doradas sometidas a ayuno y realimentacion.

En la parte superior de la figura se presenta la autorradiografia correspondiente al analisis por
Northern blot de ARN total obtenido, segun el apartado 2.7.6., a partir de pools de tejido hepatico
de 4 peces, tras hibridacién con una sonda de ADN, del mensajero hepatico de 6-PF 2-K/Fru 2,6-
P,asa. Se cargaron 20 ng de ARN por carril. Carril 1: control de alimentacion; carril 2: ayunados 8
dias; carril 3: ayunados 18 dias; carril 4: realimentados 8 horas; carril 5: realimentados 2 dias;
carril 6: realimentados 21 dias. Una vez deshibridado el filtro, se rehibridé con una sonda de b-
actina de rata. El andlisis por Northern blot se llevd a cabo segun el apartado 2.7.8. de Materiales y
métodos. La dieta utilizada corresponde a la descrita en la figura 3.1.

En la parte inferior se muestra la representacion grafica del analisis densitométrico de las peliculas
autorradiogréficas. C: control de alimentacion; A8d: peces ayunados 8 dias; A18d: ayunados 18 dias;
R8h: realimentados 8 horas; R2d: realimentados 2 dias; R21d: realimentados 21 dias.
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A los 18 dias de ayuno, la inmunodeteccién de proteina 6-PF 2-K/Fru 2,6-
P,asa es practicamente nula, lo que se contradice con los valores de actividad
total ensayados. Esta paradoja posiblemente se deba a falta de sensibilidad en el
método o a un imperfecto reconocimiento de la enzima de dorada por el antisuero
de rata. La realimentacién promueve la recuperacion de los niveles de proteina, que
llegan a alcanzar y superar los observados en peces control a los 8 dias de
iniciada la realimentacion.

Para analizar si los cambios en la actividad enzimatica y en la cantidad de
proteina eran debidos a cambios en la expresién del gen hepatico 6-PF 2-K/Fru 2,6-
P,asa, se realizaron ensayos por Northern blot a partir de ARN total. Con este fin
se utilizé una sonda homadloga, que obtuvimos por la técnica RT-PCR como esta
indicado en el apartado 2.7.11. de Materiales y métodos. En higado de dorada
(figura 3.4), la sonda reconoce tres bandas de ARN, una mayoritaria de 4.2 Kb y
dos bandas minoritarias de 2.1 y 1.1 Kb. En mamiferos, sin embargo, se ha
descrito la presencia de una banda mayoritaria de unas 2 Kb (Pilkis et al., 1995).
Las tres bandas detectadas respondieron de forma paralela en todos los casos
que hemos estudiado.

A los 8 dias de ayuno el descenso en los niveles de ARN,, es significativo,
alcanzando menos del 50% de los valores control tras un periodo de ayuno de 18
dias. La realimentacibn promueve una recuperaciéon gradual de dichos niveles,
llegando a alcanzar los valores observados en peces control a los 21 dias de
realimentacion.

3.2. EFECTO DEL TIPO DE DIETA

Una vez analizado el efecto del ayuno y de la realimentacion, procedimos a
estudiar el efecto que dietas de contenido energético similar, aunque de diferente
composicion, puede ejercer sobre el metabolismo hepatico de Sparus aurata. Con
anterioridad, nuestro grupo habia obsevado, que la composicion de la dieta
determina los valores hepaticos de los metabolitos y actividades enziméticas
implicadas en el metabolismo intermediario en la dorada, a través del uso de
dietas de composicién muy dispar (Garcia de Frutos et al., 1990; Bonamusa et al.,
1992). La composicion de las dietas utilizadas en el experimento aqui presentado,
se disefi6 de forma que la cantidad de carbohidratos fuera incrementando en las
dietas estudiadas, a la vez que la proteina fuera disminuyendo. La composiciéon de
las dietas utilizadas aparece descrita en la tabla 3.4 .
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% % % % Sales % Contenido
Carbohidratos Proteina Lipidos minerales Humedad (eKrglg/iggg)
Dieta 7 115 58.3 8.3 19.3 2.6 442.7
Dieta 9 13.1 47.7 16.2 20.0 3.0 461.3
Dieta 8 17.0 47.6 125 20.0 2.8 4451
Dieta 11 25.9 37.9 16.9 16.1 3.1 464.0
Dieta 10 31.6 37.4 11.6 16.0 3.4 439.7

Tabla 3.4. Composicidn en porcentage y contenido energético de las dietas utilizadas.
Las dietas fueron fabricadas a peticién nuestra por la empresa Dalgeti Espafia, S.A.

Cinco grupos de unas 25 doradas fueron habituados al suministro, una vez
al dia, de un 2% en relacién al peso fresco de la dieta correspondiente, durante un
periodo de 18 dias. Posteriormente fueron sometidos a un ayuno de 19 dias, para
volver entonces a ser realimentado cada grupo, durante 8 dias, en las mismas
condiciones en que fueron habituados en el inicio del experimento. La toma de
muestras se efectuo antes del inicio del periodo de ayuno (peces control), a los 19
dias de ayuno y a los 1, 3 y 8 dias de realimentacion.

3.2.1. Influencia de la composicion de la dieta en el indice hepatosomatico

Al analizar el IHS de los diferentes grupos de peces estudiados, observamos
una tendencia a alcanzar valores mas elevados en los grupos de peces
alimentados con las dietas de mayor contenido en carbohidratos, tanto en los
valores de los controles como en los niveles alcanzados por la realimentacion
(figura 3.5). Al comparar los valores alcanzados por los peces alimentados con la
dieta 9 con los de la dieta 8, ambas con casi un 48% de composicién proteica, o
los de la dieta 11 con los de la 10, en ambos casos con un 38% de proteina, se
puede observar que los niveles mas elevados en el IHS se corresponden con los
peces con mayor contenido de carbohidratos en la dieta.
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Control

Ayunados 19 dias
Realimentados 1 dia
Realimentados 3 dias
Realimentados 8 dias
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Figura 3.5 . Efecto del tipo de dieta sobre el indice hepatosomatico (IHS) en doradas sometidas a
ayuno y realimentacion.

En el diagrama de barras aparecen los valores de IHS [peso del higado (g) x100/peso corporal(g)]
obtenidos para peces alimentados durante 18 dias (control) con diferentes dietas (7, 9, 8, 11 y 10),
sometidos posteriormente a 19 dias de ayuno y, finalmente, realimentados 1, 3 y 8 dias. EI IHS se
expresa como el valor medio obtenido£SEM a partir de al menos tres individuos. Las dietas, cuya
composicién aparece detallada en la tabla 3.4 , fueron administradas una vez al dia, en cantidad de
un 2% en relacion al peso fresco de los peces.

* Diferencia significativa con el control, P < 0.05. ** Diferencia significativa con el control, P < 0.01.
Las diferencias estadisticas se analizaron para cada uno de los grupos alimentados con una dieta
diferente.

3.2.2. Efecto del tipo de dieta sobre la glucemia y los niveles hepaticos de Fru
2,6-P, y glucégeno.

En la tabla 3.5 aparecen los valores obtenidos para glucosa en suero.
Aunque los valores de glucemia no muestran grandes variaciones entre las
diferentes dietas objeto de estudio, los valores observados parecen indicar que en
los peces alimentados con las dietas de mayor contenido de carbohidratos se
tiende a presentar los mayores niveles de glucosa en sangre.

Los niveles hepéticos de Fru 2,6-P, y glucégeno se muestran en las tablas
3.6 y 3.7. Ambos parametros se ven influenciados positivamente por el contenido
de carbohidratos de la dieta.

La dieta 7, con un alto contenido proteico, es la mas cercana a la dieta que
encuentran las doradas en el medio natural. Los niveles que se presentan para los
dos metabolitos en los peces alimentados con la dieta 7 son bajos en comparacion
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con los observados en los grupos alimentados con las dietas de menor contenido
proteico y mayor en carbohidratos. El ayuno durante 19 dias promueve en todos
los grupos un descenso hasta valores minimos de glucégeno y Fru 2,6-P, en
higado. Dichos niveles se recuperaron por realimentaciéon, aunque de forma
diferenciada, en funcién de la composiciéon de la dieta suministrada. En los peces
alimentados con las dietas 7 y 9, tras 1 dia de realimentacién los valores de
ambos metabolitos alcanzan e incluso sobrepasan los observados en peces
control. Por el contrario, hasta sobrepasados los 3 dias de realimentacién, los
grupos alimentados con las dietas de mayor contenido en carbohidratos y menor

en proteina, dietas 11 y 10, no llegan a alcanzar los niveles de los grupos control.

Control Ayuno 19 dias Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias
Dieta 7 82 70 113 83 85
Dieta 9 93 55 134 90 103
Dieta 8 77 50 246 82 92
Dieta 11 110 63 97 243 148
Dieta 10 83 58 338 228 127

Tabla 3.5 . Efecto del tipo de dieta sobre los valores de glucosa en suero de peces sometidos a ayuno y
realimentacion.

Los datos estan expresados en mg/dl, habiendo sido determinados, como en la tabla 3.1, en pools de
sueros de al menos cuatro individuos. Las condiciones de alimentacion de los peces son las descritas en
la figura 3.5.

Control Ayuno 19 dias Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias
Dieta 7 7.1+1.1 (3) 0.1+0.0 (3)** | 10.6+2.6 (3) | 12.0+2.5 (3) 7.9+1.0 (3)
Dieta 9 6.3+0.6 (3) 0.4+0.2 (3)** |  5.3+0.6 (3)**| 7.9+0.7 (3)* 8.3+0.3 (3)*
Dieta 8 10.7+3.8 (5) 0.4+0.3 (3)** |  7.3+0.3(3) 7.520.5 (3) 28.0+4.9 (3)**
Dieta 11 43.1+12.1 (3) 1.1+1.3 (3)* [  7.520.8 (3)**| 32.3+1.5(3) 26.35.6 (3)*
Dieta 10 78.8+43.8 (3) 0.2+0.1 (3)* 7.5+2.5 (3) 51.4+17.2 (3) | 60.0+24.6 (3)

Tabla 3.6 . Efecto del tipo de dieta sobre los valores de Fru 2,6-P, en higado de doradas sometidas a
ayuno y realimentacion.

Los datos estan expresados en nmol/g tejido y corresponden la valor de la mediatSEM. El nimero de
muestras analizadas esté indicado entre paréntesis. La obtencién de los extractos alcalinos y la
determinacion de Fru 2,6-P, se llev6 a cabo como en la tabla 3.1 . Las condiciones de alimentacion de
los peces son las descritas en la figura 3.5 .

* Diferencia significativa con el control, P < 0.05. ** Diferencia significativa con el control, P < 0.01.
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Control Ayuno 19 dias Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias
Dieta 7 6.26+1.09 (3) | 0.27+0.08 (3)** | 7.44+2.52 (5) 9.3243.27 (5) | 7.26+1.14 (3)
Dieta 9 3.76+0.76 (3) | 0.07+0.02 (3)**| 2.86+1.27 (4) 5.68+0.30 (3) | 4.51+0.46 (3)
Dieta 8 8.43+0.54 (3) | 0.07+0.02 (3)**| 3.83+0.16 (3)**| 9.69+1.14 (3) | 13.82+0.30 (3)**
Dieta 11 14.02+2.93 (3) | 0.11+0.01 (3)**| 2.09+0.46 (3)**| 12.60+1.55 (3) | 18.03+0.71 (3)*
Dieta 10 11.72+1.71 (3) | 0.10+0.01 (3)**| 3.57+2.23 (5)**| 10.90+1.94 (3) | 14.66+0.92 (3)

Tabla 3.7 . Efecto del tipo de dieta sobre los valores de glucégeno en higado de doradas sometidas a
ayuno y realimentacion.

Los datos estan expresados en g glucosa/Z100 g tejido y corresponden a la mediatSEM. El nUmero de
muestras determinadas se indica entre paréntesis. La obtencion del extracto y la determinacion de
glucogeno se llevo a cabo como en la tabla 3.1 . Las condiciones de alimentacién de los peces son las
descritas en la figura 3.5 .

* Diferencia significativa con el control, P < 0.05. ** Diferencia significativa con el control, P < 0.01.

La figura 3.6 muestra en forma de gréfica, la comparaciéon de los valores de
Fru 2,6-P, y glucégeno obtenidos para las dietas 7 y 10, las de composicion mas

extrema.
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Figura 3.6 . Comparacion de los niveles de Fru 2,6-P, y glucégeno en higado de doradas alimentadas
con las dietas 7 y 10, y sometidas a ayuno y realimentacién.

Las condiciones de alimentacién y las determinaciones de Fru 2,6-P, y glucégeno corresponden a las
descritas en las tablas 3.6 y 3.7 .

3.2.3. Respuesta de las actividades enzimaticas 6-PF 1-K, PK, Fru 1,6-P,asa,
Glu 6-P DH, 6-PG DH, ALT y AST a la alimentacidon con dietas de diferente
composicion en higado de dorada.

La regulaciéon de las actividades enzimaticas glucoliticas (6-PF 1-K y PK) y las
de la via de las pentosas (Glu 6-P DH y 6-PG DH) ha mostrado, en higado, una gran
dependencia del contenido de carbohidratos en la dieta (tabla 3.8). Los valores
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observados en los peces alimentados control muestran que la presencia de
carbohidratos favorece el incremento de la actividad de dichas enzimas. Para las
cuatro actividades enzimaticas, los niveles alcanzados en los peces alimentados
con la dieta 10, la de mayor contenido en carbohidratos, son entre 1.6 y 2 veces
mas elevados que los observados en los peces alimentados con la dieta 7, la de
menor contenido en carbohidratos y mayor en proteina.

El ayuno, por un periodo de 19 dias, promueve en todas las dietas un
descenso general en las actividades 6-PF 1-K, PK, Glu 6-P DH y 6-PG DH. Tras 1 dia
de realimentacién, los niveles de las actividades 6-PF 1-K y PK muestran una
sensible recuperacién en las dietas estudiadas. Los peces alimentados con las
dietas 7, 9 y 8, de menor contenido en carbohidratos, son los que alcanzan antes
los valores que presentan los peces alimentados (control), cuyos valores ya son
mas bajos que los de las dietas 10 y 11, las de mayor contenido en carbohidratos.
Los grupos alimentados con las dietas 10 y 11, siguen incrementando sus niveles
de actividad a lo largo del periodo de realimentacion, llegando a igualar o
sobrepasar los valores observados en los peces control a los 8 dias de
realimentacion.

Las actividades de las dos deshidrogenasas se recuperan, sin embargo, con
mas lentitud. Hasta el tercer dia de realimentacion no se observan valores de
actividad diferentes de los presentados en condiciones de ayuno. Después de 8
dias de iniciada la realimentacién, las actividades de las deshidrogenasas alcanzan
los valores de los peces alimentados control.

La realimentacion con las distintas dietas estudiadas no mostré una
respuesta diferenciada en la actividad Fru 1,6-P,asa, enzima clave en la
gluconeogénesis (tabla 3.8), si bien en los peces alimentados (control) se observan
ligeros incrementos en las dietas que presentan un mayor contenido en
carbohidratos, dietas 10 y 11. En todos los casos, el ayuno promueve el
incremento en dicha actividad, mientras que la realimentacidén durante 8 dias no fue
suficiente para restaurar los niveles observados en los peces control.

En la misma tabla aparecen detalladas las actividades enzimaticas
correspondientes a las transaminasas ALT y AST, determinadas en extractos de
higado. En cuanto a la actividad ALT, se observa que en los peces alimentados con
las dietas de mayor contenido proteico los valores son ligeramente superiores,
promoviendo el ayuno un descenso mas evidente que en los observados con las
dietas pobres en proteina. Después de 19 dias de ayuno, la realimentacién conduce
a una lenta recuperaciéon de los valores en todas las dietas estudiadas,
alcanzandose los niveles més elevados después de 8 dias de realimentacioén. Por el
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contrario, la actividad AST no mostré diferencias significativamente importantes en
funcién de la alimentacion con diferentes dietas, aunque se intuye una tendencia a
incrementar en doradas sometidas a condiciones de ayuno.

Activ. Enzimatica | Dieta Condicion
(mU/mg prot) Control Ayuno Realiment. Realiment. Realiment.
_ allm_entados 19 dias 1 dia 3 dla_s 8 dias
7 30.7£2.0 8.8+3.1** 23.0£1.1* 34.3£3.7 30.7£1.8
9 25.4+15.2 8.314.9 32.3£2.2 32.6£3.7 33.3+10.1
6-PE 1-K 8 33.0£2.9 8.7£1.9%* 30.6+3.3 31.442.2 41.5+4.5*
11 42.5+2.8 9.3+0.5** 30.8£7.0 38.8+2.1 53.74£8.1
10 49.2+12.4 6.1+0.8** 37.0£5.1 39.1+2.4 65.5+13.9
7 30027 197+5* 205+31* 268+29 273128
9 382142 146+17** 297+24* 283+21* 338+32
PK 8 513174 231+83* 32754 329+27 448+81
11 799+163 (6) 305+35** 426+28** 427+27** 486+£29**
10 567+70 242+56** 360+30* 332+76% 524+68
7 12348 137130 (5) 15642 194+28* 17817
9 119+11 219+10** 151+13 157+21 180+11*
Fru 1,6-P,asa 8 119435 193+5* 211434 145417 194435 (4)
11 140+24 171+31 (5) 168+17 207+29 20717
10 141+23 185+19 164+10 15615 190167
7 110+49 8418 86x10 145126 187+20*
9 132428 113+14 117+26 13445 124+29
Glu 6-P DH 8 150473 114426 118+6 120410 209+27
11 1633 116+10* 117+8* 118+£17* 153+21
10 221+36 1057* 126+16* 122+5* 22253
7 24.4+3.3 13.8£1.9 19.3£2.6 28.61£8.4 30.2+0.6
9 34.84£9.5 28.2+1.0 23.3£2.0 26.9£0.7 27.51£5.6
6-PG DH 8 44.5+8.7 25.1+£3.2** 22.5+1.9*%* 24.0£3.6** 37.6£2.3
11 40.3+5.3 29.6x2.7 24.6£1.9* 30.3£2.9 34.4+4.2
10 44.6+9.4 28.5%1.6 26.1+4.0 28.1+1.4 48.7+10.8
7 1085+146 575+15* 847+40 911+222 1408+152*
9 1040+89 567+6** 748+60* 795+91% 799+52*
ALT 8 9041356 8581275 6861276 796129 1109+167
11 671+63 467+24* 521+64* 471+64* 526+29*
10 811+201 470+81 490475 490+51 538+41
7 1745+48 1838+23 1457116 1655+448 1786+228
9 1489+16 1804+115** 1608+55 1498+47 1655+18
AST 8 1693+114 24174693 1349710 14624205 1780+166
11 1387+128 1802+357 1512486 112017 1312+24
10 1567+16 1833+200 1341+231 1076x16* 1544+78

Tabla 3.8 . Efecto del tipo de dieta sobre las actividades enzimaticas 6-PF 1-K, PK, Fru 1,6-P,asa,
Glu 6-P DH, 6-PG DH, ALT y AST en higado de doradas sometidas a ayuno y realimentacion.

Los datos estan expresados en mU/mg prot, y representan la mediazSEM, determinadas en muestras
de tejido hepatico de tres animales, salvo en los casos en los que el nUmero de determinaciones esta
indicado entre paréntesis. La obtencién de extractos crudos de tejido, asi como las determinaciones de
6-PF 1-K, PK, Fru 1,6-P,asa, Glu 6-P DH y 6-PG DH se llevaron a cabo como en la figura 3.2 . Las
determinaciones de ALT y AST fueron realizadas segin los apartados 2.5.13. y 2.5.14. de Materiales
y métodos. Las condiciones de alimentacion de los peces son las descritas en la figura 3.5 .

* Diferencia significativa con el control, P < 0.05. ** Diferencia significativa con el control, P < 0.01.
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En la tabla 3.9 se muestran los descensos promovidos por el ayuno sobre
las relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-P,asa y PK / Fru 1,6-P,asa, y los diferentes
valores que alcanzan en las doradas sometidas posteriormente a realimentacion
con las diferentes dietas en estudio. Desde el primer dia de realimentacién, ambas
relaciones tienden a recuperarse, aunque la realimentacion durante 8 dias no se ha
mostrado suficiente para recuperar totalmente los valores observados en los
peces control, como consecuencia de los altos niveles que presenta la actividad Fru
1,6-P,asa.

Dieta Condicién
Control Ay(l_jjpo 19 Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias
ias
7 0.25 0.06 0.15 0.18 0.17
9 0.21 0.04 0.21 0.21 0.19
6-PF 1-K / 8 0.28 0.05 0.15 0.22 0.21
Fru 1,6-P,asa 11 0.30 0.05 0.18 0.19 0.26
10 0.35 0.03 0.23 0.25 0.35
7 2.44 1.44 1.31 1.38 1.53
9 3.21 0.67 1.97 1.80 1.88
PK / 8 4.31 1.20 1.55 2.27 2.31
Fru 1,6-P,asa 11 5.71 1.78 2.54 2.06 2.35
10 4.02 1.31 2.20 2.13 2.76

Tabla 3.9 . Efecto del tipo de dieta sobre las relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-P,asa y PK / Fru 1,6-P,asa
en higado de doradas sometidas a ayuno y realimentacién.

3.2.4. Efectos de la composicion de la dieta sobre la actividad,
cantidad y expresion de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-Pjasa en
higado de dorada.

En la tabla 3.10 se presentan las determinaciones de las formas activa y
total de la enzima 6-PF 2-K, asi como la relacibn entre ambas actividades en
doradas alimentadas con diferentes tipos de dietas y posteriormente sometidas a
ayuno y realimentacién. Los parametros determinados muestran una correlacion
positiva con el contenido de carbohidratos de la dieta, encontrandose los mayores
valores de actividad en los peces alimentados con las dietas de mayor contenido
en carbohidratos. El ayuno, por un periodo de 19 dias, promueve un descenso,
tanto en la forma activa como en la total de la enzima, independientemente del
tipo de dieta suministrado. Sin embargo, este descenso es mas acusado en la
forma activa. En todas las dietas ensayadas, la realimentacién da lugar a la
recuperacion de los valores observados en los peces alimentados, control, en
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dichos parametros. A los 3 dias de iniciada la realimentacioén, los valores
alcanzados por las formas activa y total de la enzima, son equivalentes para
todas las dietas estudiadas. Aquéllas de menor contenido en carbohidratos, dietas
7 y 9, ya presentan en ese momento los valores observados en sus
correspondientes controles. Las dietas 8, 11 y 10, cuyos valores de actividad
control son mayores que los de las dietas 7 y 9, después de 8 dias de

realimentacién no llegan a alcanzar los niveles control.

Dieta

7 9 8 11 10
Activa 9.13+0.72 5.78+0.81 9.32+2.76 15.79+0.59 | 21.12+1.08
Control Total 16.60+3.91 12.13+2.66 | 22.66+10.14| 27.01+4.62 | 36.80+1.31
Act./Tot. | 0.56+0.08 0.48+0.04 0.43+0.07 0.60+0.08 0.58+0.05
Activa 0.11+0.08 0.29+0.26 0.20+0.21 0.12+0.07 0.14+0.09
Ayuno 19 dias Total 3.54+2.03 3.98+0.85 5.50+2.59 4.74+1.00 4.38+3.95
Act./Tot. | 0.03+0.00 0.07+0.05 0.04+0.02 0.03+0.02 0.04+0.01
Activa 7.51+0.55 7.32+0.35 9.16+1.12 7.89+1.68 8.12+0.75
Realim. 3 dias Total 13.66+0.11 13.97+2.50 17.12+3.29 | 10.50+2.31 | 14.70+1.06
Act./Tot. | 0.55+0.04 0.53+0.07 0.54+0.04 0.76+0.01 0.55+0.01
Activa 9.10+0.11 7.86+0.93 9.19+1.01 12.13+0.66 | 16.04+0.26
Realim. 8 dias Total 17.11+1.75 | 14.20+0.32 17.53+8.12 | 17.90+1.48 | 25.62+1.55
Act./Tot. 0.53+0.06 0.56+0.05 0.58+0.21 0.68+0.09 0.63+0.05

Tabla 3.10 . Efecto del tipo de dieta sobre la actividad enzimaética 6-PF 2-K en higado de doradas
sometidas a ayuno y realimentacion.

Los datos estan expresados en mU/qg tejido, correspondiendo a la mediatSEM de las determinaciones
de cuatro individuos. La obtencion de los extractos y la determinacion de la actividad 6-PF 2-K se
realiz6 como en la tabla 3.3 . Las condiciones de alimentacién de los peces son las descritas en la
figura 3.5.
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Figura 3.7 . Andlisis por Western y Northern blot de la cantidad de proteina inmunodetectable y de
los niveles de ARN,, de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de doradas alimentadas con diferentes
dietas.

En la parte superior izquierda de la figura se muestra la autorradiografia de la inmunodeteccién por
Western blot de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en extractos parcialmente purificados, obtenidos a partir de
pools de tejido hepatico de 3 peces. Carril 1: grupo de peces alimentados con la dieta 7; carril 2: peces
alimentados con la dieta 9; carril 3: peces alimentados con la dieta 8; carril 4: peces alimentados con
la dieta 11; carril 5: peces alimentados con la dieta 10. La obtencidn de extractos y el analisis por
Western blot se llevé a cabo como se indica en la figura 3.3 .

En la parte superior derecha se puede observar la autorradiografia del anélisis por Northern blot de
ARN total, aislado de pools de tejido hepético de 3 peces, tras hibridacién con una sonda de ADN;
del ARN,, de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado. Se cargaron 20 ng de ARN total por carril. Carril 1:
grupo de peces alimentados con la dieta 7; carril 2: peces alimentados con la dieta 9; carril 3: peces
alimentados con la dieta 8; carril 4: peces alimentados con la dieta 11; carril 5: peces alimentados
con la dieta 10. Previa deshibridacidn del filtro, se rehibrid6 con una sonda de b-actina de rata. El
aislamiento de ARN total y el analisis por Northern blot fue realizado como en la figura 3.4 . Los
peces fueron alimentados una vez al dia con dieta al 2% del peso fresco durante 18 dias. La
composicién de las dietas se describe en la tabla 3.4 .

En la parte inferior se representa, con diagrama de barras, el andlisis densitométrico de las
peliculas de autorradiografia de los analisis por Western (proteina inmunorreactiva) y Northern
blot (andlisis de las bandas de ARN de 4.2 y 2.1 Kb, efectuados sobre tres réplicas) de grupos de peces
alimentados con las dietas 7, 9, 8, 11 y 10.
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Tras un ayuno de 19 dias, la realimentacién de doradas con las dietas de
menor contenido en carbohidratos (7 y 9), no conduce a un aumento significativo
en la cantidad de proteina 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa o0 en los niveles de ARN,,
respecto a los valores observados en condiciones de ayuno (figuras 3.8 y 3.9). Por
el contrario, la realimentacion con las dietas de mayor contenido de carbohidratos
(8, 11 y 10) promueve cambios significativos en ambos parametros. En cuanto a
la cantidad de proteina detectada por Western blot, los cambios son apreciables a
partir del tercer dia de realimentacion. Después de 1 dia de realimentacion la
cantidad de proteina inmunorreactiva no se diferencia de la observada en ayuno
(resultados no presentados), sin embargo, los niveles de ARN,, ya experimentan un

incremento en los peces alimentados con las dietas mas ricas en carbohidratos.
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Figura 3.8 . Andlisis por Western blot del efecto de la realimentacién con diferentes dietas sobre la
cantidad de enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa.

En la parte superior de la figura se muestra la autorradiografia del analisis por Western blot de la
inmunodeteccion de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, realizado a partir de extractos parcialmente
purificados, obtenidos a partir de pools de tejido hepatico procedente de 3 peces. Carriles 1-4: grupos
de peces sometidos a un ayuno de 19 dias, que habian estado habituados previamente a la
alimentacion con las dietas 7, 9, 8 y 10 respectivamente; carriles 5-8: peces realimentados, después
del periodo de ayuno, durante 3 dias con las dietas 7, 9, 8 y 10, respectivamente; carriles 9-12: peces
realimentados 8 dias con las dietas 7, 9, 8 y 10, respectivamente. La obtencién de extractos y el
andlisis por Western blot se llevd a cabo como en la figura 3.3 . Las condiciones de alimentacion de
los peces son las descritas en la figura 3.5 .

En la parte inferior se representa, con diagrama de barras, el analisis densitométrico de la peliculas
de autorradiografia del analisis por Western blot .
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Estos resultados sugieren que las variaciones en la actividad enzimatica 6-PF
2-K observadas en peces alimentados con las dietas mas pobres en
carbohidratos, no serian debidas en gran medida a cambios en los niveles de
mensajero, proceso que al parecer si adquiria relevancia en lo peces alimentados
con dietas de elevado contenido en carbohidratos.
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Figura 3.9 . Analisis por Northern blot del efecto de la composicién de la dieta sobre los niveles de
ARN,, de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de doradas sometidas a ayuno y realimentacion.

En la parte superior de la figura se puede observar la autorradiografia del andlisis por Northern
blot de ARN total, obtenido de pools de tejido hepatico de 3 peces, tras hibridacién con una sonda de
ADN¢. del ARN,,de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado. Se cargaron 20 ng de ARN total por carril.
Carriles 1-4: grupos de peces sometidos a un ayuno de 19 dias, y que previamente se habian
alimentado con las dietas 7, 9, 8 y 10 respectivamente; carriles 5-8: peces realimentados durante 1
dia, después del ayuno, con las dietas 7, 9, 8 y 10, respectivamente; carriles 9-12: peces
realimentados 8 dias con las dietas 7, 9, 8 y 10, respectivamente. Previa deshibridacion del filtro, se
rehibridé con una sonda de b-actina de rata. El aislamiento de ARN total y el analisis por Northern
blot fue realizado como en la figura 3.4 . Las condiciones de alimentacion de los peces son las
descritas en la figura 3.5 .

En la parte inferior de la figura se representa, en diagrama de barras, el analisis densitométrico las
peliculas de autorradiografia de tres experimentos (banda de ARN de 4.2 Kb).
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El analisis de la actividad (tabla 3.10), cantidad de enzima detectable por
Western blot (figuras 3.7 y 3.8), y de los niveles de ARN,, (figuras 3.7 y 3.9) de la
enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, ha indicado una correlaciéon positiva entre los tres

parametros determinados y la cantidad de carbohidratos de la dieta.

3.3. EFECTO DE LA CANTIDAD DE DIETA

El efecto que provoca la alimentacion con diferentes cantidades de dieta
sobre el metabolismo hepéatico de carbohidratos en dorada, fue comprobado
suministrando distintas cantidades de una misma dieta a diferentes grupos de
peces. Asi, cuatro grupos de animales, después de estar en ayuno por un periodo
de 8 dias, fueron realimentados durante 22 dias con cantidades de dieta al 0.5%,
1%, 2% y 3.5% en relacion al peso fresco de los peces, suministradas una vez al
dia. La dieta utilizada fue la numero 8 (17.0% carbohidratos, 47.6% proteina,
12.5% lipidos, 20% sales minerales, 2.8% humedad, 445.1 Kcal/100g). Se tomaron
muestras de tejidos a los 8 dias de ayuno, asi como a los 1, 3, 8 y 22 dias de
iniciada la realimentacion, después del periodo de ayuno.

3.3.1. Variaciones en el crecimiento y en el indice hepatosomatico a
consecuencia de la alimentacion con diferentes cantidades de dieta.

La tabla 3.11 muestra la ganancia diaria de peso en los grupos de peces
realimentados durante 22 dias, tras un periodo de 8 dias de ayuno, con
cantidades de dieta correspondientes al 0.5, 1, 2 y 3.5% del peso fresco de los
peces.

Mientras los peces alimentados al 0.5% llegaron incluso a perder peso
respecto al grupo de peces en ayuno, el resto mostré incrementos dependientes
de la cantidad de dieta suministrada. En los peces alimentados con dieta al 2 y al
3.5%, los incrementos son significativos respecto a los valores de ayuno.

También el IHS se vi6 afectado en dorada, por el aporte de diferentes
cantidades de dieta. A los 22 dias de realimentacién, los peces alimentados al
0.5% presentaron el indice mas bajo, inferior incluso al observado en condiciones
de 8 dias de ayuno. En el resto de los grupos estudiados, el valor del IHS se
observé mas elevado cuanto mayor era la cantidad de dieta suministrada (figura
3.10), incrementando de forma gradual desde el primer dia de la realimentacion.
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Incremento diario de
Condicién Peso fresco (g/pez) peso (g/pez) respecto
al ayuno de 8 dias
Ayunados 8
dias 9.56+1.45 (18)
Realimentados
22 dias al 0.5% 8.67+1.24 (20) -0.041
Realimentados
22 dias al 1% 10.45+1.40 (20) +0.041
Realimentados
22 dias al 2% 12.28+2.02 (18)** +0.124
Realimentados
22 dias al 3.5% 13.46+2.20 (14)** +0.175

Tabla 3.11 . Efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre el peso fresco.

Se representan en g/pez los valores de peso fresco, expresado como mediazSEM del nUmero de peces
indicado entre paréntesis, y de ganancia diaria de peso determinados para los grupos de peces
realimentados durante 22 dias, después de un periodo de ayuno previo de 8 dias, con cantidades de
dietadel 0.5, 1, 2 y 3.5% en relacion al peso fresco de los peces, suministradas una vez al dia. La
composicion de la dieta suministrada es: 17.0% carbohidratos, 47.6% proteina, 12.5% lipidos, 20%
sales minerales, 2.8% humedad y 445.1 Kcal/100g.

** Diferencia significativa con el grupo ayunado 8 dias, P < 0.01.

Ayunados 8 dias
Realimentados 1 dia
Realimentados 3 dias
Realimentados 8 dias
Realimentados 22 dias
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Figura 3.10 . Efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre el indice hepatosomatico (IHS).

El IHS [peso del higado (g) x100/peso corporal(g)] se representa como mediatSEM de al menos diez
determinaciones. Los peces fueron realimentados durante 1, 3, 8 y 22 dias después de un periodo
previo de ayuno de 8 dias. La cantidad de dieta (% dieta), que fue suministrada una vez al dia, se
expresa como porcentage de peso en relacion al peso fresco de los peces. La composicion de la dieta
utilizada aparece detallada en la tabla 3.11 .

* Diferencia significativa con el ayuno, P < 0.05. ** Diferencia significativa con el ayuno, P < 0.01.
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3.3.2. Efecto de la alimentacion con diferentes porcentages de dieta sobre los
valores séricos de glucosa y lactato.

Los valores de glucosa y lactato en suero se vieron afectados por la
restriccidn energética. Las doradas alimentadas con la dieta 8 al 0.5% de peso
fresco mostraron valores cercanos a los observados en los peces en condiciones
de ayuno, (tablas 3.12 y 3.13). Hasta los 22 dias de realimentacion, los valores
séricos de glucosa y lactato no muestran grandes diferencias entre los grupos
alimentados con distintas cantidades de dieta. Los valores mas elevados se
encontraron en los peces alimentados con dieta al 3.5% del peso fresco de los
peces, como consecuencia del mayor aporte de nutrientes suministrado por la
dieta.

Ayuno 8 dias % dieta Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias Real. 22 dias
0.5 50 47 53 56
43 1 58 57 70 83
2 67 64 63 107
3.5 71 66 61 122

Tabla 3.12 . Efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre los valores de glucosa en suero.

Los datos, expresados en mg/dl, fueron determinados en pools de sueros obtenidos con muestras de al
menos diez individuos. Las determinaciones se llevaron a cabo como en la tabla 3.1 . La cantidad de
dieta suministrada (% dieta) se expresa como porcentage de peso en relacién al peso fresco de los

peces. Las condiciones de alimentacién son como las descritas en la tabla 3.11 .

Ayuno 8 dias % dieta Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias Real. 22 dias
0.5 19 15 14 16
19 1 26 25 21 18
2 20 15 20 31
35 29 20 31 50

Tabla 3.13 . Efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre los valores de lactato en suero.

Los datos, expresados en mg/dl, fueron determinados en pools de sueros de al menos diez individuos.
Las determinaciones se realizaron como en la tabla 3.1 . La cantidad de dieta suministrada (%
dieta) se expresa como porcentage de peso en relacidn al peso fresco de los peces. Las condiciones de
alimentacién son como las descritas en la tabla 3.11 .
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3.3.3. Efecto de la alimentacién con distintas cantidades de dieta sobre los
niveles hepéaticos de Fru 2,6-P, y glucégeno.

En las tablas 3.14 y 3.15 aparecen los valores hepaticos de Fru 2,6-P, y
glucégeno, respectivamente, resultado de la alimentacién con diferentes cantidades
de dieta. Los peces realimentados al 0.5% presentan los niveles mas bajos para
ambos metabolitos, aunque superiores a los valores que presentan las doradas en
condiciones de ayuno. Los valores mas elevados de Fru 2,6-P, y glucégeno
correspondieron a los peces alimentados al 2%, valores incluso superiores a los
observados en los peces alimentados al 3.5%. El nivel de Fru 2,6-P, en higado
muestra diferencias entre los grupos alimentados con distintas cantidades de dieta
hasta los 8 dias de iniciada la realimentacién. Por el contrario, los niveles de
glucégeno ya mostraron diferencias desde el primer dia de realimentacion.

Ayuno 8 dias % dieta Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias Real. 22 dias
05 4.2+1.7 (6)** | 3.8+1.3 (4)** 4.2+0.8 (4)** 8.3+1.1 (4)**

0.940.3 (6) 1 4.242.2 (4) 5.310.2 (4) 8.6+1.3 (4) 13.2+1.9 (4)
? 4.2+1.2 (4)** | 5.5+£1.0 (4)** | 11.24£2.0 (4)** | 19.0£7.5 (6)**
35 4.8+0.8 (4)** | 3.6+0.9 (6)** | 10.4+1.4 (4)** | 13.3t4.1 (6)**

Tabla 3.14 . Efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre los valores de Fru 2,6-P, en higado.
Los valores estan expresados en nmol/g tejido, y corresponden a la mediatSEM. El ndmero de
individuos utilizados para cada determinacidon estd indicado entre paréntesis. La obtencién de
extractos de tejido y las determinaciones fueron realizadas como en la tabla 3.1 . La cantidad de
dieta suministrada (% dieta) se expresa como porcentage de peso en relacion al peso fresco de los
peces. Las condiciones de alimentacidn son como las descritas en la tabla 3.11 .

** Diferencia significativa con el ayuno, P < 0.01.

Ayuno 8 dias % dieta Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias Real. 22 dias
05 1.1£0.9 (4) 4.9+1.8 (4)** 3.0+1.0 (4)* 2.1+1.8 (4)
** *% **
0.240.1 (4) 1 1.2+1.3 (4) 5.3+2.2 (4) 6.8+1.2 (4) 9.2+1.3 (4)
5 5.5+1.5 (4)**| 7.50+1.9 (4)** | 10.9+1.3 (4)** | 12.8+2.8 (5)**
35 7.1+2.0 (4)**| 6.9%£3.2 (6)** 7.6+2.9 (5)** | 10.2+3.9 (6)**

Tabla 3.15 . Efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre los valores de glucégeno en higado.
Los valores esta expresados en g glucosa/100 g tejido como mediatSEM, determinados con el nimero
de individuos indicados entre paréntesis. Extractos y determinaciones se realizaron como en la tabla
3.1. La cantidad de dieta suministrada (% dieta) se expresa como porcentage de peso en relacion al
peso fresco de los peces. Las condiciones de alimentacién son como las descritas en la tabla 3.11 .

* Diferencia significativa con el ayuno, P < 0.05. ** Diferencia significativa con el ayuno, P < 0.01.
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En la figura 3.11 se representan los niveles de Fru 2,6-P, y glucdégeno
observados después de 1 y 22 dias de realimentacién en los grupos de peces
alimentados con diferentes cantidades de dieta. En la figura se observa que los
niveles de Fru 2,6-P,, tras el primer dia de realimentacion, no se diferencian en
funcién de la cantidad de dieta suministrada, presentando los diferentes grupos un
valor 5 veces superior al observado en condiciones de ayuno. En cambio, los niveles
de glucdgeno correlacionaron con la cantidad de dieta suministrada ya en el primer
dia de realimentacion.

A los 22 dias de iniciada la realimentacion, el nivel de Fru 2,6-P, en el grupo
alimentado al 0.5% es 9 veces superior al observado en los peces en ayuno,
mientras que el resto de grupos alimentados presentd unos valores de 15 a 20
veces superiores a los de ayuno. En cuanto al glucdégeno, mientras los grupos
alimentados con el 1, 2 y 3.5% presentaron valores entre 45 y 65 veces superiores
a los de los peces en ayuno, los niveles observados en los peces alimentados al
0.5% eran tan s6lo 10 veces superiores a los encontrados en ayuno.

—a— Ayuno 8 dias —a&— Ayuno 8 dias
—O— Realimentacion 1 dia —O— Realimentacion 1 dia
25 —| —®— Realimentacion 22 dias 18 —| —®— Realimentacion 22 dias
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Glucégeno
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©
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% dieta % dieta

Figura 3.11 . Comparacion del efecto de la cantidad de dieta suministrada entre la realimentacién a
1 y 22 dias sobre los niveles de Fru 2,6-P, y glucégeno en higado.

Los valores representados y las condiciones de alimentacién son los indicados en las tablas 3.14 y
3.15, para Fru 2,6-P, y glucégeno respectivamente.

Los valores de Fru 6-P y Glu 6-P, determinados en higado, aparecen en las
tablas 3.16 y 3.17. Todos los grupos alimentados mostraron niveles superiores a
los observados en condiciones de ayuno desde el primer dia de realimentacién, en
donde se puede observar que el grupo de peces con mayor aporte energético
(3.5%) present6 una recuperacion notablemente mayor, para ambos metabolitos,
que el resto de peces. Sin embargo, a partir del tercer dia de realimentacién no se
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detectaron diferencias significativas en funcibn de Ila cantidad de dieta
suministrada.
Ayuno 8 dias % dieta Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias Real. 22 dias
QG 16.7+14.0 (3) | 119.1+14.0 (3) | 110.7+24.6 (3) --
67415 (3) : 12.9+8.3 (3) 71.3+19.2 (3) | 99.3+47.3 (3) | 122.5+30.2 (4)
2 17.7£2.8 (4) 68.9+£17.9 (3) 70.4£19.0 (3) | 127.7455.3 (4)
- 33.8+10.7 (3) [ 77.0+30.7(3) | 93.9+33.1(4) | 111.2+24.5 (4)

Tabla 3.16 . Efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre los valores de Fru 6-P en higado.

Los valores estan expresados en nmol/g tejido, y corresponden a la mediatSEM. El nimero de
individuos utilizados se indica entre paréntesis. Extractos y determinaciones se llevaron a cabo como
en latabla 3.1 . La cantidad de dieta suministrada (% dieta) se expresa como porcentage de peso en
relacion al peso fresco de los peces. Las condiciones de alimentacién son como las descritas en la tabla
3.11.

Ayuno 8 dias % dieta Real. 1 dia Real. 3 dias Real. 8 dias Real. 22 dias
05 43+2 (3) 555192 (3) 519+83 (3) --
26411 (3) 1 32431 (3) 307188 (3) 400170 (3) 599+131 (4)
5 59427 (4) 308+31 (3) 394455 (3) 5124289 (4)
35 162+49 (3) 356127 (3) 408177 (4) 562+113 (4)

Tabla 3.17 . Efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre los valores de Glu 6-P en higado.

Los valores estan expresados en nmol/g tejido como media+SEM. El nimero de individuos utilizados
se indica entre paréntesis. La obtencion de extractos de tejido y las determinaciones se llevaron a
cabo como en la tabla 3.1 . La cantidad de dieta suministrada (% dieta) se expresa como porcentage
de peso en relacion al peso fresco de los peces. Las condiciones de alimentacién son como las descritas
en la tabla 3.11 .

3.3.4. Variaciones en las actividades enzimaticas 6-PF 1-K, PK,
Fru 1,6-Pjyasa, Glu 6-P DH, 6-PG DH, ALT y AST en higado de
dorada como consecuencia de la alimentacion con diferentes
cantidades de dieta.

En la tabla 3.18 se presentan los valores de las actividades enzimaticas 6-PF
1-K, PK, Fru 1,6-P,asa, Glu 6-P DH, 6-PG DH, ALT y AST ensayadas en higado de
doradas alimentadas con diferentes cantidades de dieta.

El efecto de la alimentacion con diferentes cantidades de dieta sobre las
actividades enzimaticas estudiadas fue especialmente acusado en los peces

alimentados al 0.5%. Los valores que presentan las actividades 6-PF 1-K y PK
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(glucdlisis), Glu 6-P DH y 6-PG DH (pentosas fosfato) y ALT (metabolismo de
aminodacidos) a los 22 dias de realimentacién, no s6lo no estaban en ningln caso
significativamente por encima de los valores en situacion de ayuno, sino que las
actividades enzimaticas PK y las de las dos deshidrogenasas mostraron valores
incluso significativamente inferiores a los observados en los peces en condiciones
de ayuno. De forma andéloga, la actividad Fru 1,6-P,asa (gluconeogénesis), en los
grupos alimentados al 0.5%, present6 valores equivalentes a los observados en
condiciones de ayuno.

El que la situacién metabdlica de los peces alimentados al 0.5% se mostrara
peor incluso que la de los peces en condiciones de ayuno, sugiere que el aporte
energético que recibieron era insuficiente para su mantenimiento, fenbmeno que se
ha visto también reflejado por el crecimiento negativo presentado por este grupo
de doradas (tabla 3.11).

En los peces alimentados al 1%, las actividades 6-PF 1-K, PK, Glu 6-P DH, 6-
PG DH y ALT, son ligeramente superiores a la que presentan el grupo alimentado al
0.5%, sin llegar, no obstante, a superar en gran medida a las observadas en
condiciones de ayuno.

A los 22 dias de realimentaciéon con distintas cantidades de dieta, los
valores mas elevados de las actividades enzimaticas 6-PF 1-K, PK, Glu 6-P DH, 6-PG
DH y ALT, asi como los méas bajos de la actividad Fru 1,6-P,asa, se observaron,
como era de esperar, en los peces alimentados al 2 y al 3.5%. Entre ambos
porcentages de alimentacidon no se encontraron diferencias notables. (tabla 3.18).

La actividad AST, a diferencia del resto de actividades enzimaticas
estudiadas, no se vi6 afectada por la restriccibn energética. A los 22 dias de
realimentacion la actividad AST presentd, en todos los grupos estudiados, valores
inferiores a los observados en condiciones de ayuno, independientemente de la
cantidad de dieta suministrada.

En la tabla 3.19 se muestran las relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-P,asa y PK /
Fru 1,6-P,asa. Hasta el octavo dia de realimentacién no se encontraron diferencias
en las dos relaciones entre los diferentes grupos de peces, concretamente los
valores del grupo alimentado al 0.5% fueron los méas bajos. El resto de grupos no
presenta dieferencias entre si hasta los 22 dias de iniciada la realimentaciéon con
diferentes cantidades de dieta, momento en el que se puede observar la
correlacion existente entre la cantidad de dieta suministrada y los valores
determinados para ambas relaciones.
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Activ. Ayunados] % peso Realimentacion
Enzimatica 8 dias fresco en
(mU/mg prot) la dieta 1 dia 3 dias 8 dias 22 dias
0.5 16.4%5.6 (6) | 20.7+7.5(5) | 14.7/x3.4 21.0+2.8
6-PF 1-K 15.045.5 1 16.3+7.4 (6) | 28.4+0.3 (3) | 25.6+9.3 (5) 22.545.6
2 32.4x+1.4** 28.7£2.1** 40.749.5 (6)** | 38.6+£3.5**
35 25.5+4.6** 29.6x7.2%* 32.3£3.3** 38.7+2.2**
05 216%25 176%30 (3)* | 181+15* 160+23%
PK 231+29 1 191+16 221+32 226+33 301+£28**
2 195+38 19421 286+36* 340+36**
35 227+9 228+36 292+39 (6)* 371+19**
05 153%12 100+14* 130%6** 162+13 (6)
Fru 1,6-P,asa | 162+19 1 156+17 119+34 (6)* 95+10%* 146+15 (6)
2 160+17 156+19 108+39 (8)* 131+18 (6)
35 130+18* 149+11 (3) 121+24 (6)* 11149 (6)**
05 120£15 105+22 78+13** 73+13**
Glu6-PDH | 13334 (3) 1 111+14 107+15 (3) 105+33 95+14
2 134+13 107+14 126+30 (5) 15455 (7)
35 115+15 99426 (3) 158+38 175+21
05 2520 (3) 296 295 24%5*
6-PG DH 35+2 1 26+4 (3) 2945 28+6 28+4
2 3412 29+6 41+13 4519 (4)
35 32+3 40+17 (5) 36+8 41+8 (6)
05 584+141% 472%55 42765 305+148
ALT 306+112 1 588483 (3)** | 526+78** 580+£97** 629+81**
2 417+38 511487 448+132 1071+236 (3)**
35 436+28 452+133 671+£43** 831+132 (3)**
0.5 15152459% | 207498 1539259~ 1438304%
AST 2218+344 1 2071505 17524206 (3) | 2052+238 1438+102*
2 1663+223* 1615+48* 1690+216 (3)* | 1891+272
35 1433+170** | 1846358 (3) | 1862+169 1502+195%*

Tabla 3.18 . Efecto de la cantidad de dieta sobre las actividades enzimaticas 6-PF 1-K, PK, Fru 1,6-
P,asa, Glu 6-P DH, 6-PG DH, ALT y AST en higado de dorada.

Los datos, expresados en mU/mg prot, hacen referencia a la mediatSEM, determinada en extractos
hepaticos de cuatro animales, salvo en los casos en los que el nimero de determinaciones esta
indicado entre paréntesis. La obtencién de extractos crudos de higado y las determinaciones de las
actividades enziméticas fueron llevadas a cabo como en la tabla 3.8 . La cantidad de dieta
suministrada (% dieta) se expresa como porcentage de peso en relacion al peso fresco de los peces. Las
condiciones de alimentacién son como las descritas en la tabla 3.11 .

* Diferencia significativa con el ayuno, P < 0.05. ** Diferencia significativa con el ayuno, P < 0.01.
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Ayunados| % peso fresco Realimentacion

8 dias en la dieta 1 dia 3 dias 8 dias 22 dias
0.5 0.11 0.21 0.11 0.13
6-PF 1-K / 0.09 1 0.11 0.24 0.27 0.15
Fru 1,6-P,asa 2 0.20 0.18 0.38 0.30
35 0.20 0.20 0.27 0.35
0.5 141 1.76 1.39 0.99
PK / 1.43 1 1.22 1.86 2.38 2.06
Fru 1,6-P,asa 2 1.22 1.24 2.65 2.60
3.5 1.75 1.53 2.41 3.34

Tabla 3.19 . Efecto de la cantidad de dieta sobre las relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-P,asa 'y PK / Fru

1,6-P,asa.

En las figuras 3.12 y 3.13 se representan las actividades enziméticas 6-PF 1-
K, PK, Fru 1,6-P,asa, Gluc 6-P DH, 6-PG DH, ALT y AST ensayadas en higado de

doradas realimentadas durante 1 y 22 dias con diferentes cantidades de dieta.
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Figura 3.12 . Comparacion del efecto de la cantidad de dieta suministrada durante 1y 22 dias sobre
las actividades enzimaticas ALT y AST en higado de dorada.
Las condiciones de alimentacién y las actividades enzimaticas corresponden a las descritas en la

tabla 3.18 .
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Figura 3.13 . Comparacion del efecto de la cantidad de dieta suministrada durante 1y 22 dias sobre
las actividades enzimaéticas 6-PF 1-K, PK, Fru 1,6-P,asa, Glu 6-P DH y 6-PG DH en higado de

dorada.

Las condiciones de alimentacién y las actividades enzimaticas se corresponden a las descritas en la

tabla 3.18 .
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3.3.5. Cambios en la actividad, cantidad de proteina y mensajero de la enzima
hepatica 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa como consecuencia de la alimentacién con
diferentes cantidades de dieta.

La actividad enzimatica 6-PF 2-K, presentada en la tabla 3.20, se vi6
afectada, tanto al ensayar la forma activa como la forma total de la 6-PF 2-K, por

la alimentacion con diferentes cantidades de dieta.

Ayunados | 6-PF 2-K % Realimentacion
8 dias dieta 1 dia 3 dias 8 dias 22 dias
0.3+0.4 Activa 6.8+1.0 7.7+0.9 7.1+0.5 7.9+2.9
4.3+1.8 Total 0.5 17.7£1.7 12.2+1.9 12.9+1.4 15.0+4.0
0.08+0.09 Act./Tot. 0.39+0.07 0.64+0.05 0.55+0.05 0.53+0.07
Activa 7.0£1.5 8.1+1.2 8.5+0.8 11.8+2.2
Total 1 15.0+1.4 13.2+2.6 17.7+2.2 23.6+6.5
Act./Tot. 0.47+0.11 0.62+0.06 0.48+0.05 0.51+0.07
Activa 7.6£2.7 8.5+0.9 10.2+0.8 15.8+4.2
Total 2 13.5+2.9 14.0+1.9 21.7+2.0 40.1+5.8
Act./Tot. 0.55+0.07 0.61+0.08 0.47+0.01 0.39+0.09
Activa 9.0+1.5 7.6+1.1 13.5+1.5 17.9+4.8
Total 35 20.1+4.4 14.0+2.4 22.2+1.9 53.4+11.0
Act./Tot. 0.46+0.12 0.55+0.05 0.61+0.07 0.33+0.03

Tabla 3.20 . Efecto de la cantidad de dieta sobre la actividad enzimética 6-PF 2-K.

En la tabla se presentan los valores obtenidos en los ensayos de las formas activa y total, asi como la
relacidén entre ambas, resultado del ayuno y de la realimentacidn con distintas cantidades de dieta.
Los datos estan expresados en mU/g tejido, y corresponden a la mediatSEM de al menos tres
determinaciones. Extractos de tejido y determinaciones fueron realizadas como en la tabla 3.3 . La
cantidad de dieta suministrada (% dieta) se expresa como porcentage de peso en relacién al peso

fresco de los peces. Las condiciones de alimentacién son como las descritas en la tabla 3.11 .
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Respecto a los valores observados en ayuno, la actividad 6-PF 2-K presentd
una recuperacion parcial, y similar para los peces alimentados con diferentes
cantidades de dieta, después de 1 dia de realimentacién. Dicha actividad
permanece practicamente constante para los peces alimentados al 0.5% a lo largo
del experimento, mientras que siguié aumentando en los peces alimentados al 1, 2
y 3.5% de forma directamente proporcional a la cantidad de dieta suministrada,
principalmente a partir de los 8 dias de realimentacion.

En la figura 3.14 se representan las actividades de las formas total y activa
de la 6-PF 2-K observados en higado de dorada, tras 1 y 22 dias de
realimentacion con diferentes cantidades de dieta. En la figura se puede observar
que los peces sometidos a 1 dia de realimentacién, no presentan diferencias ni en
la forma activa ni en la total en funcion de la cantidad de dieta suministrada. Los
valores de actividad superan a los observados en los peces en ayuno, unas 25
veces para la forma activa y entre 3 y 4.5 veces para la forma total de la enzima,
independientemente de la cantidad de dieta suministrada.

A los 22 dias de realimentacién, la actividad 6-PF 2-K en el grupo alimentado
al 0.5%, es unas 25 y 3.5 veces superiores a los de ayuno, para las formas activa
y total respectivamente. Por el contrario, el grupo alimentado al 3.5% presenté los
valores mas elevados, unas 60 y 12 veces superiores a los de ayuno, para los
ensayos de las formas activa y total respectivamente.
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Figura 3.14 . Comparacién del efecto de la cantidad de dieta suministrada durante 1y 22 dias sobre
las formas activa y total de la actividad 6-PF 2-K hepatica.

Las condiciones de alimentacion y los valores de actividad corresponden a los descritos en la tabla
3.20.
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La figura 3.15 presenta el resultado del analisis por Western blot de la
cantidad de proteina 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa. Después de 22 dias de realimentacion
se aprecia que la administracién, una vez al dia, de cantidades de dieta al 0.5% 6
al 1% en relacion al peso fresco, da lugar a valores similares a los observados en
condiciones de ayuno. En cambio, en los peces alimentados al 2% 6 al 3.5%, las
densitometrias efectuadas indican que los niveles de proteina 6-PF 2-K son unas 5 y
7 veces superiores, respectivamente, a las determinadas en condiciones de ayuno.
Después de 1 y 3 dias de realimentacion no conseguimos apreciar diferencias
respecto a los niveles detectados en ayuno (datos no presentados).
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Figura 3.15 . Andlisis por Western blot del efecto de la alimentacion con distintas cantidades de
dieta sobre los niveles de proteina inmunodetectable 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa.

En la parte superior de la figura se muestra la autorradiografia del analisis por Western blot
correspondiente a extractos de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa parcialmente purificados, y obtenidos de
pools de tejido hepatico de 3 peces. Carril 1: grupo de peces ayunados 8 dias; carriles 2-5: peces
realimentados 8 dias con el 0.5%, 1%, 2% y 3.5% en relacion al peso fresco, respectivamente; carriles
6-9: peces realimentados 22 dias con el 0.5%, 1%, 2% y 3.5% del peso fresco, respectivamente. La
obtencidn de extractos y el andlisis por Western blot se realizaron como en la figura 3.3 . Las
condiciones de alimentacion son como las descritas en la tabla 3.11 .

En la parte inferior se muestra en diagrama de barras, el andlisis densitométrico de las peliculas de
autorradiografia del analisis por Western blot.

A fin de comprobar el efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre los
niveles de ARN,, de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de Sparus aurata,

tres grupos de cuatro peces fueron alimentados una vez al dia por un periodo de
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16 dias con el 1, 2 y 4%, respectivamente, del peso fresco. La composiciéon de la
dieta era: 23% de carbohidratos, 51% de proteina, 11% de lipidos, 13% de sales
minerales, 2.3% de humedad y 475.6 Kcal/100g. Después de aislar el ARN total
hepatico de todos los peces, se realiz6 el analisis por Northern blot, que se
muestra en la figura 3.16 . Tal como puede observarse, Los niveles de mensajero
correlacionaron con la cantidad de dieta suministrada.
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Figura 3.16 . Analisis por Northern blot del efecto de la cantidad de dieta sobre los niveles de ARN,,
de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de dorada.

En la parte superior se puede observar la autorradiografia del analisis por Northern blot de ARN
total de higado de dorada, tras hibridacion con una sonda de ADN. del ARN,, de la 6-PF 2-K/Fru
2,6-P,asa de higado. Se cargaron 20 ng de ARN total por carril. Carriles 1-4: peces alimentados con
dieta al 1% del peso fresco; carriles 5-8: peces alimentados al 2% del peso fresco; carriles 9-12: peces
alimentados al 4% del peso fresco. Previa deshibridacion del filtro, se rehibrid6 con una sonda de b-
actina de rata. El aislamiento de ARN total y el analisis por Northern blot se llevé a cabo como en
la figura 3.4 . Las condiciones de alimentacion son como las descritas en la tabla 3.11 .

En la parte inferior de la figura se representa, en diagrama de barras, el anélisis densitométrico de
la pelicula de autorradiografia. Se representa la mediatSEM de los valores obtenidos en el analisis
de las bandas de 4.2 y 2.1 Kb, realizadas sobre cuatro peces para cada cantidad de dieta estudiada.
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3.4. SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL FRAGMENTO DE ADN; CLONADO
DE LA ENZIMA 6-PF 2-K/FRU 2,6-P,ASA DE HIGADO DE DORADA

3.4.1. Obtencion de una sonda homoéloga de ADN. por RT-PCR para la
deteccidén de los niveles de mensajero de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-Poasa en
higado de Sparus aurata.

Una sonda homadloga de ADN. para la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, fue
obtenida por amplificacién por RT-PCR a partir de ARN total de higado de Sparus
aurata. Para ello se seleccionaron dos oligonucledtidos (11 e 12, descritos en el
apartado 2.7.11.) que delimitan un fragmento en el que los dominios quinasa y
bisfosfatasa de la enzima bifuncional hepéatica se encuentran yuxtapuestos en las
secuencias nucleotidicas descritas para mamiferos. La figura 3.17 muestra el
analisis en gel de agarosa de los productos de amplificacién obtenidos por PCR,
donde se observa una banda mayoritaria con el tamafio esperado, unos 551 pb.
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Figura 3.17 . Gel tefiido con bromuro de etidio con el producto de amplificacién de PCR.

En el gel, de agarosa al 1.5%, se cargaron 10 ml (carril 1) y 25 m (carriles 2 - 4) del producto de PCR.
El carril M contiene marcadores de talla, fragmentos de digestién EcoR I/Hind 111 de | -ADN. La
electroforesis se llevé a cabo como estd especificado en el apartado 2.7.3. Los oligonucleétidos
utilizados y las condiciones de amplificaciéon aparecen descritos en el apartado 2.7.11. de
Materiales y Métodos.
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El fragmento amplificado por RT-PCR fue clonado en el vector pBluescript®
SK- (Stratagene), como esta indicado en Materiales y métodos (apartado
2.7.12)), y utilizado como sonda homéloga para la deteccién de la expresiéon del
gen de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de dorada. La hibridacion con
ARN total de higado di6 lugar, en todos los casos estudiados (figuras 3.4, 3.7, 3.9
y 3.16), a la aparicibn de tres bandas, una mayoritaria de 4.2 Kb, y dos
minoritarias de 2.1 y 1.1 Kb. En higado de mamiferos aparece, sin embargo, una
banda mayoritaria de unas 2 Kb (Pilkis et al., 1995). A fin de confirmar si las tres
bandas que se detectan utilizando ARN total, correspondian a transcritos
diferentes de ARN,,, se llevd a cabo el andlisis por Northern blot a partir de ARN
poli (A+) de tejido hepatico, haciendo uso del fragmento clonado por RT-PCR como
sonda.

El resultado, que aparece en la figura 3.18, muestra la presencia en el ARN
poli (A+) de las tres bandas detectadas con ARN total, permaneciendo la banda
de 4.2 Kb como mayoritaria. Este resultado apoya la idea de que las tres bandas
son resultado de transcripcion.

Figura 3.18 . Analisis por Northern blot de la expresiéon de 6-PF 2-

4.2 Kb e K/Fru 2,6-P,asa en ARN poli (A+) de higado de Sparus aurata.
21Kb En la figura aparece el analisis por Northern blot de la expresion de
1.1 Kb 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de dorada. Se cargaron 2 ng de

ARN poli (A+), aislado como se indica en el apartado 2.7.7. de
Materiales y métodos. Para la hibridacién se utiliz6 como sonda el
fragmento clonado por RT-PCR de la isoforma hepatica de la enzima
6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, obtenida como se especifica en el apartado

2.7.11. El andlisis por Northern blot se llevé a cabo como en la figura 3.4 .

La figura 3.19 presenta la secuencia de nucledtidos y la deducida en
aminocidos del fragmento clonado obtenido tras amplificacién por PCR.
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Figura 3.19

CAGCCGGTACCT GGT GAACCGGEGT CCAGGACCACAT TCAGAGCCGGATCGT CTACTACCT
S RYL VNRYVQDHI QS RI VY YL

CATGAACATCCACGT CACCCCGAGGT CCATCTACCT GT GT CGCCACGGAGAGAGCGAGCT
M NI HV TPRSI YL CRMHGESEL

CAACCTCATCGGT CGCAT CGEGEGAGACT CCEEGECT G CACCT CGCGGEEECGAAGT TTGC
N LI GRI G GDJSGL SPRGAIKTFA

CAGCGCTCTGGEGTGT GTACCT CCGT GGGECAGT GCAT CAGT GACCT GAAGGT GTGGACGAG
S AL GVYLRGOQCI SDULKVWT S

CCACAT GAAGAGGACCAT CCAGACCGCGGAGECT CTGGGAGT CCAGT ACGAGCAGT GGAA
HMKRTI QTAEALGVYVY QY E Q WK

GGCCCTCAACGAGAT CGACCCT GEGGT TTGCGAGGACAT GACGT ACGAGGAGAT CCAGGA
AL NEI DAGV CEDMMTYETEI QE

GAATTACCCAGAGGAGT TTGCACT GAGGGACCAAGACAAGTATCGCTACCGCTACCCTAA
NY PEEFALRDIOQDI KYRYRYPK

AGGAGAGT CGT ACGAGGACCT CGT CCAGCGT CTGGAGCCCGT CATCATGGAGCT GGAGAG
GESYEDLVQRLEWPVI METIL ER

GCAGGAGAACGTGITGGTCATCTGTCAC
Q ENV L VI CH

. Secuencia nucleotidica del ADN, y secuencia deducida en aminoacidos, del fragmento

de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa clonado de higado de dorada.

3.4.2. Comparacion de la secuencia del fr _
secuencias de nucledtidos y aminoacidos descritas para la forma hepatica de

fragmento clonado con

la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de otros organismos.

Una vez secuenciado el ADN, clonado, procedimos a compararlo con las
secuencias de nucledtidos y aminoacidos descritas para la enzima 6-PF 2-K/Fru
2,6-P,asa de higado de otros organismos. Se alinearon las secuencias de rana
(Sakai et al., 1994), pollo (Li et al., 1993), rata (Colosia et al., 1987; Darville et al.,
1987), vaca (Lange et al., 1991) y humano (Lange y Pilkis, 1990) con la de Sparus

aurata (figuras 3.20y 3.21).
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Figura 3.20 . Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas del ADN, clonado de Sparus
aurata y el nacleo de las isoformas hepaticas de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de rana, pollo, rata, vacay

humana.

Para el alineamiento se han utilizado los programas del GCG PILEUP y PRETTY /CONS. Los
oligonucledtidos correspondientes a los cebadores utilizados en la reaccion de PCR,

aparecen subrayados
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Figura 3.21 . Alineamiento de las secuencias aminoacidicas deducidas para el fragmento de ADN,
clonado de Sparus aurata y las correspondientes a la isoforma hepatica de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-
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P,asa de rana, pollo, rata, vaca y humana.

El alineamiento fue realizado como en la figura 3.20. Los residuos aminoacidicos correspondientes a
la secuencia de oligonucle6tidos de los cebadores usados para PCR aparecensubrayados. En negrita y
endoble subrayado estan sefialados los residuos implicados en la actividad 6PF-2-K/Fru-2,6-P,asa.

El alineamiento de la secuencia de nucledétidos del fragmento clonado de 6-PF
2-K/Fru-2,6-P,asa de higado de Sparus aurata con las formas hepaticas descritas

previamente para humano, bovino, rata, pollo y rana ha revelado unos grados de

homologia del 77.8, 76.2, 75.6, 81.1 y 74.4% respectivamente.

De forma anéaloga procedimos a
deducidas en aminoacidos, mostrando un consenso de 127 residuos de un total de
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169 alineados. Los grados de homologia de la secuencia deducida a partir del
ADN. clonado con las secuencias aminoacidicas de humano, bovino, rata, pollo y

rana, son 86.9, 86.9, 87.5, 83.3 y 85.7%, respectivamente.

La figura 3.22 muestra la comparacidén entre los dominios estructurales y
funcionales en la secuencia clonada de higado de dorada y la de higado de rata. En
la figura aparecen marcados los residuos clave implicados en la regulacion o
catalisis en la enzima bifuncional. EI fragmento clonado por nosotros presenta
todos los residuos considerados importantes én el mecanismo de catalisis de la
actividad bisfosfatasa.

QUINASA BISFOSFATASA

1 32 33 250 251 470
32 48 5354 104 130 160 183 194 195 198 225 230 238| |[EEIARED) 307 327 352356360 392

SGGKR D C C KRC RRR |1z = UG

RATA
1 27 28 169
2 7 15 34 35 84 104 129133137 169

RRRFHRH R E RKR H

SPARUS AURATA

Figura 3.22 . Estructuras de la region reguladora (residuos 11-32), dominio quinasa (33-250) y dominio
bisfosfatasa (251-470) en el ADN, de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado de rata, comparadas con
las correspondientes en el fragmento clonado de higado de Sparus aurata.

Los residuos marcados indican aquéllos implicados en la catdlisis y regulacién de la enzima
bifuncional.
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DISCUSION

4.1. REGULACION NUTRICIONAL DEL METABOLISMO DE
CARBOHIDRATOS EN HIGADO DE DORADA

4.1.1. Regulacion nutricional de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa

Nuestro grupo habia observado la sensibilidad de los niveles hepéaticos de
Fru 2,6-P, frente al estado nutricional en Sparus aurata (Garcia de Frutos, 1990).
Asimismo, tales niveles, se habian correlacionado con el estado de activacion de 6-
PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, enzima bifuncional con capacidad de sintesis y degradacion
del metabolito. En mamiferos, es bien conocido el papel clave que desempefia la Fru
2,6-P, en el control del ciclo de sustrato Fru 6-P/Fru 1,6-P, y, por tanto, en la
regulacion de los flujos glucolitico y gluconeogénico en higado. Mientras el
metabolito bisfosforilado activa alostéricamente a la 6-PF 1-K, inhibe por
competicion a la Fru 1,6-P,asa (Hue y Rider, 1987; Pilkis et al., 1988).

La enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa fue detectada y posteriormente purificada
de higado de dorada (Garcia de Frutos et al., 1990; Garcia de Frutos y Baanante,
1994), mostrando una buena capacidad reguladora de la concentraciéon de Fru
2,6-P,. En dorada, como ocurre en mamiferos (Pilkis y Claus, 1991), la enzima
bifuncional estd sometida a regulacion por fosforilacién, siendo este proceso
catalizado por la proteina quinasa dependiente de AMP... A diferencia de la enzima
de rata, la afinidad por el sustrato Fru 6-P es menor en dorada, mientras que es
mayor frente a ATP. Ademas, la enzima defosforilada de dorada es menos sensible
a inactivaciéon por 3-P glicerol (Garcia de Frutos y Baanante, 1994). Este
metabolito eleva sus niveles como resultado de la presencia de precursores
gluconeogénicos, como los aminodcidos, presentes en gran medida en la dieta
natural de los peces. De esta forma, en estos organismos, la habitual presencia de
precursores gluconeogénicos en condiciones de alimentacién, no promoveria una
inactivacion de la 6-PF 2-K defosforilada y, en consecuencia, del flujo glucolitico.

Nuestros estudios corroboran la gran disminucion en la actividad 6-PF 2-K
provocada por el ayuno (Garcia de Frutos et al., 1991). Esta pérdida de actividad
la atribuimos, en parte, a inactivacion por fosforilaciéon de la enzima, consecuencia
de la elevacion de los niveles de glucagén y por tanto de AMP. intracelular, que
conduce a la activacion de la proteina quinasa dependiente de AMP. en condiciones

de ayuno. Este efecto lo vemos reflejado en el bajo nivel alcanzado por la relacion
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enzima activa / enzima total que se observa durante el ayuno, unas diez veces
menor que en condiciones de alimentacion. En rata, de forma similar, el ayuno
promueve un descenso de actividad 6-PF 2-K a un 25% del valor normal (EI-
Maghrabi et al., 1990).

No obstante, el mecanismo de fosforilacién no seria el Unico proceso que
influiria en la pérdida de actividad observada en condiciones de ayuno. En nuestros
experimentos hemos observado que los niveles de ARN,, de la enzima 6-PF 2-K/Fru
2,6-P,asa también descienden, y son, por tanto, sensibles a este efecto. Los
cambios que hemos detectado en mensajero se han visto reflejados en todo
momento en cambios de los niveles de proteina detectada por Western blot.
Contrariamente, en rata, no se ha observado que el ARN, para la enzima
bifuncional varie como consecuencia de ayuno o diabetes, a pesar de que tanto la
actividad enzimatica como la cantidad de proteina inmunodetectable si disminuyen
(Colosia et al., 1988; Crepin et al., 1988). Paraddjicamente, estos autores han
descrito que los niveles de ARN,, aumentan como consecuencia de la realimentacion
de ratas ayunadas o por administracion de insulina a ratas diabéticas (Colosia et
al., 1988; Crepin et al., 1988; Miralpeix et al., 1992).

En nuestros estudios de ayuno y de realimentacién con distintas dietas, la
elevacion de los niveles de mensajero por la realimentacion, tras el descenso
promovido por el ayuno, ha sido mas acusada en las doradas que habian estado
alimentadas con las dietas de mayor contenido en carbohidratos, indicando una
estimulacion positiva de la presencia de éstos en la dieta sobre el nivel de ARN,,.

La realimentacibn nos muestra dos fases diferenciadas en el tiempo.
Inicialmente se produce una rapida recuperaciéon de la actividad 6-PF 2-K,
relacionada fundamentalmente al incremento en la relacién enzima activa / enzima
total y al aumento de las hexosas fosfato. Posteriormente adquiere mayor
importancia el aumento en la cantidad de proteina enzimatica, observable tanto a
través del ensayo de la forma total como por la cantidad de enzima
inmunorreactiva, y consecuencia del aumento en los niveles de ARN,,. Este doble
proceso tiene a su vez un claro reflejo en los niveles de Fru 2,6-P,.

El metabolito Fru 2,6-P, y la actividad enzimatica 6-PF 2-K se recuperan en
un porcentage considerable, ya a las 8 horas de iniciada la realimentacién de los
peces. El aumento en ambos parametros, tras la realimentacion, es gradual y
claramente dependiente de la composicion de la dieta suministrada. Los grupos de
doradas realimentadas, tras un periodo de ayuno, con dietas de bajo contenido en
carbohidratos y elevado en proteina, similares a la dieta natural, mostraron una
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rapida recuperacién de ambos valores, llegando a niveles equivalentes a los que
presentan los peces en condiciones de alimentacién, en 1-3 dias de realimentacion.
Por el contrario, los peces alimentados con dietas pobres en proteina y ricas en
carbohidratos, tras alcanzar unos niveles de Fru 2,6-P, y actividad 6-PF 2-K
equivalentes a los de dietas de elevado contenido proteico, necesitaron un periodo
de tiempo mas prolongado para alcanzar los valores de sus correspondientes
animales control.

Este diferente comportamiento en el tiempo puede ser atribuido a un efecto
de regulacion transcripcional y/o post-transcripcional de la abundancia del ARN,,.

Las doradas alimentadas con dietas ricas en proteina y pobres en
carbohidratos no mostraron practicamente variaciones significativas en cantidad
de proteina inmunodetectable y ARN,,, como consecuencia de la realimentacion tras
el ayuno. Para estas dietas, por tanto, el control de la actividad 6-PF 2-K se veria
influenciado por modificaciones de las condiciones cinéticas de la enzima por
efectores y/o por defosforilacion. En cambio, dietas de elevado contenido en
carbohidratos y bajo en proteina si que afectaron a ambos parametros. A los 2
dias de realimentacién ya observamos un aumento en el nivel de mensajero en
doradas que habian estado previamente ayunadas 19 dias, aumento que se
corresponde con un incremento gradual de la cantidad de enzima detectada por
Western blot. Asi, en este caso, mientras a corto plazo se produce una activaciéon
similar a la que encontramos en peces alimentados con dietas ricas en proteina, se
combina el efecto a largo plazo producido por el aumento en los niveles de ARN,,.

En rata, la alimentacion con dietas ricas en carbohidratos, eleva los niveles
de Fru 2,6-P, por defosforilacién y consecuente activacion de la actividad 6-PF 2-K
(Kuwajima et al., 1986). En cambio, en ratas alimentadas con dietas pobres en
carbohidratos y ricas en proteina se mantienen bajos los niveles del metabolito,
pudiendo mantenerse asi el flujo gluconeogénico, y ser aportada glucosa a partir
de precursores proteicos (Bois-Joyeaux et al., 1986).

4.1.2. Regulacién nutricional de las vias glucolitica y gluconeogénica

En la dorada, como en mamiferos, los niveles de Fru 2,6-P, juegan un papel

clave en la regulaciéon de la glucdlisis-gluconeogénesis a través de la activacion de la
6-PF 1-K e inhibicién de la Fru 1,6-P,asa (Baanante et al., 1991).

Los peces carnivoros y poiquilotermos, adaptados a condiciones especificas
ambientales y de nutricibn, muestran un metabolismo diferenciado del de los
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mamiferos omnivoros. La glucemia estd menos regulada que en mamiferos, y la
capacidad de metabolizar glucosa es menor. Por otra parte, los descensos en
parametros como la Fru 2,6-P, y el glucégeno, como consecuencia del ayuno, son
mas lentos que en mamiferos (Bois-Joyeaux et al., 1986).

Las actividades enzimaticas reguladoras de la glucdlisis, 6-PF 1-K y PK,
disminuyen en doradas sometidas a ayuno profundo. Bajo estas condiciones, por el
contrario, la actividad Fru 1,6-P,asa, clave en el control de la gluconeogénesis, la
hemos visto incrementada. El aumento en los niveles de glucagon y la consecuente
activacion intracelular de la proteina quinasa dependiente de AMP., provocaria la
fosforilacién de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, lo que llevaria al descenso en los niveles
de Fru 2,6-P,, y de la PK, que se inactivaria. La caida de Fru 2,6-P, dejaria de
mantener estimulada la actividad 6-PF 1-K, a la vez que permitiria el incremento de
actividad Fru 1,6-P,asa. Este proceso sucederia en dorada de forma anéaloga a

como ocurre en mamiferos (Hue y Rider, 1987; Pilkis y Claus, 1991).

En contraste con el lento descenso de Fru 2,6-P, y de glucégeno que hemos
observado en los peces sometidos a ayuno, después de 2 dias de realimentacion
los niveles hepaticos del polisacarido estan practicamente recuperados. La
recuperacion de Fru 2,6-P, sucede, en cambio, mas retrasada en el tiempo. Parece,
por tanto, que a la recuperacion del glucégeno hepéatico le sigue un incremento de
la via glucolitica. Las relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-P,asa y PK / Fru 1,6-P,asa en
higado de Sparus aurata, se recuperan de forma gradual tras la realimentacion.
Estos datos, en conjunto, muestran un cierto predominio de la gluconeogénesis en
las primeras etapas de realimentacion, de forma que la recuperacién inicial de
glucégeno podria tener lugar a partir de compuestos tricarboxilicos precursores
de Glu 6-P via gluconeogénesis. Apoyando esta posibilidad, French et al. (1981) y
Cowey y Walton (1989), apuntan que, dado el bajo contenido en carbohidratos y
alto en proteina de la dieta natural de los peces, sustratos diferentes a los
carbohidratos, como lactato, aminoacidos y glicerol, pueden jugar un papel
fundamental en la sintesis de glucosa y glucégeno en estos organismos.

En mamiferos, también se ha observado un retraso en la recuperacion de los
niveles de Fru 2,6-P, respecto a los de glucégeno durante las primeras etapas de
la realimentacién, a fin de mantener activa la gluconeogénesis para reponer los
niveles del polisacarido, disminuidos por el ayuno (Katz y McGarry, 1984; Pilkis et
al., 1985; Katz et al., 1986). En la dorada, después de un ayuno de 24 horas, y
aun cuando practicamente no se aprecia disminucién del glucégeno hepético, la
realimentacion provoca un descenso inicial de Fru 2,6-P, (Garcia de Frutos et al.,

1991), manteniéndose asi el flujo gluconeogénico, a fin de aportar hexosas-P para
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la via de las pentosas fosfato y generar, de esta forma, poder reductor para la
produccién de acidos grasos, asi como la formaciébn de precursores para la
sintesis de &cidos nucleicos.

Nuestro grupo, a través del uso de dietas de composicidén extrema, habia
comprobado una fuerte dependencia de los niveles de Fru 2,6-P, y de varias
actividades enzimaticas clave involucradas en el control de los flujos glucolitico y
gluconeogénico, de los componentes de la dieta (Bonamusa et al., 1992). En el
presente trabajo se probaron dietas de composicibn mas ajustada, a fin de
determinar el nivel de sensibilidad de dichos parametros metabdlicos.

El nivel del metabolito Fru 2,6-P,, las actividades 6-PF 1-K y PK, asi como la
actividad quinasa, la cantidad de enzima detectada por la técnica de Western blot
y los niveles de ARN,, de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, todos ellos implicados
en la regulaciéon de la via glucolitica, aparecen incrementados en los peces que
fueron alimentados con dietas de elevado contenido en carbohidratos. Las
relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-P,asa y PK / Fru 1,6-P,asa, son asimismo elevadas,
indicando el predominio de la via glucolitica sobre la gluconeogénica como
adaptacion metabdlica al consumo de dietas pobres en proteina y ricas en
hidratos de carbono.

Gehrinch et al. (1988) habian observado que la 6-PF 1-K hepatica de ratas
alimentadas con dietas ricas en carbohidratos, experimentan de forma similar un
aumento en los niveles del mensajero de la enzima. Asimismo, en rata, la actividad
PK también aumenta bajo estas condiciones, asociada a un aumento en su ARN,, a

largo plazo (Noguchi et al., 1985).

Resultados similares a los obtenidos por nosotros en dorada, se han
observado en Anguilla anguilla (Suarez et al., 1995), en donde la administraciéon de
dietas de elevado contenido en carbohidratos estimula la actividad PK en higado.
Este proceso se relaciona con un aumento en la produccién de piruvato, que junto
a la produccion de NADPH, conducen a la biosintesis de acidos grasos, para
formar grandes reservas energéticas a las que se atribuye un rol fundamental en
procesos migratorios y de ayuno en los peces. A diferencia de nuestros resultados
en dorada, no se ha observado regulacion del estado nutricional de la actividad PK
ni en trucha (Guderley y Cardenas, 1980; Hilton y Atkinson, 1982) ni en Anguilla
rostrata (Roberts y Anderson, 1985).
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4.1.3. Regulacién nutricional de la via de las pentosas fosfato

Las actividades enzimaticas reguladoras de la via de las pentosas fosfato,
Glu 6-P DH y 6-PG DH, se ven disminuidas como consecuencia del ayuno. Ello es
resultado del cese de aporte de nutrientes de la dieta, precursores de la sintesis
de acidos grasos y de acidos nucleicos (Stryer, 1995). La realimentacion provoca
una recuperacion gradual en ambas actividades. Resultados analogos ya habian
sido observados en dorada por nuestro grupo (Bonamusa et al., 1992).

En otras especies de peces, como los salmoénidos Salvelinus fontinalus
(Yamauchi et al., 1975), Cyprinus carpio (Bastrop et al., 1991) y Oncorhynchus
mykiss (Barroso et al.,, 1993), también se ha observado que las actividades Glu 6-P
DH y 6-PG DH, se encuentran disminuidas en higado como consecuencia del ayuno.
En higado de rata la actividad enzimatica y el mensajero de Glu 6-P DH decaen en
condiciones de ayuno, para recuperarse con la realimentacion (Iritani, 1992).

En rata, la alimentacion con dietas pobres en lipidos y ricas en proteina y, en
menor medida, ricas en carbohidratos estimula la actividad, nivel de ARN, y
transcripciéon de la enzima Glu 6-P DH (Iritani, 1992). El contenido en proteina y
carbohidratos de la dieta, modula el metabolismo de lipidos a través de cambios
en la relacion glucagon/insulina (Hurley et al., 1995).

En los peces teleGsteos, Cornell et al. (1986) han indicado que los lipidos son
la principal reserva energética. En nuestros experimentos, las actividades Glu 6-P
DH y 6-PG DH mostraron una dependencia del contenido de carbohidratos
aportado con la dieta. Las elevadas actividades enzimaticas detectadas en los
grupos alimentados con las dietas de mayor contenido en carbohidratos, apoyan
que la glucosa en exceso puede utilizarse para formar poder reductor util para
lipogénesis. Se han obtenido resultados similares en pez gato (Likimani y Wilson,
1982), en dorada (Bonamusa et al., 1992), en Oreochromis niloticus (Shimeno et
al.,, 1993), y en anguila (Suarez et al., 1995). Por otra parte, Hilton y Atkinson
(1982) observaron que la alimentacion con dietas de alto contenido en
carbohidratos eleva la actividad Fru 1,6-P,asa en trucha, favoreciendo asi un
desvio del exceso de glucosa hacia la formacion de NADPH y la sintesis de acidos
grasos. Por otra parte, se ha sugerido que la via de las pentosas fosfato
desempeia un importante papel en la asimilacion de los carbohidratos de la dieta
en los peces (Christiansen y Klungsgyr, 1987).

140



DISCUSION

4.1.4. Regulacion nutricional del metabolismo de aminoacidos

La determinacién de las actividades aminotransferasas ALT y AST en higado
de Sparus aurata, bajo diferentes condiciones nutricionales nos ha proporcionado
informacién acerca del nivel de utilizaciéon metabdlica de aminoacidos en los casos
objeto de estudio. Ambas actividades constituyen las aminotransferasas
cuantitativamente mas importantes en el higado de los peces teledsteos,
especialmente la actividad ALT (Cowey y Walton, 1989). La actividad AST no
mostré dependencia de la composiciéon de la dieta suministrada. Contrariamente, la
alimentacién con dietas ricas en proteina nos permitié observar los valores mas
elevados en la actividad ALT, consecuencia de la mayor disponibilidad de
aminoacidos procedentes de la dieta, que pueden ser utilizados eficazmente como
sustratos de gluconeogénesis en las especies carnivoras. Fynn-Aikins et al. (1995)
han obtenido, en salmoén atlantico, resultados similares en las actividades ALT y
AST al alimentar los peces con dietas de elevado contenido en proteina. Lupiafiez
et al. (1989) han encontrado, asimismo, que las actividades enzimaticas hepaticas
ALT y glutamato deshidrogenasa, implicada también en el catabolismo de
aminoacidos, estan elevadas en truchas sometidas a alimentacién con elevado
contenido proteico. Sin embargo, previamente se habia indicado que en especies de
peces de habitos carnivoros, como los salménidos (Cowey y Walton, 1989, Kim et
al., 1992) y omnivoros, como la carpa (Nagai e lkeda, 1973a y b) no se habia
apreciado variacion en la actividad de las transaminasas como consecuencia de la
alimentacién con fuentes ricas en proteinas. En cambio, en una especie de habito
herbivoro, como es Mugil capito, si se habia encontrado que la alimentacién con
dietas con elevado contenido en proteina promueve una adaptacion metabdlica, a
través de la elevacion de los niveles de actividad de las aminotransferasas.

Tomados en conjunto todos los datos, la dorada muestra una adaptaciéon
metabdlica a la alimentacién con dietas ricas en carbohidratos y pobres en
proteina, desacelerando el catabolismo de aminoacidos y la gluconeogénesis, y
estimulando la glucdlisis y la lipogénesis.

La actividad ALT descendi6é como consecuencia del ayuno en los distintos
grupos de peces alimentados con diferentes dietas. Los descensos fueron
significativamente mayores en aquellas dietas de mayor contenido en proteina y
menor en carbohidratos. Por otra parte, la actividad AST mostré una ligera
tendencia, no significativa, al aumento. En peces, el efecto del ayuno sobre las
actividades ALT y AST en higado varian segun la especie estudiada (Cowey vy
Walton, 1989). En la brema roja, carpa, lenguado y anguila se ha encontrado que
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ambas actividades estan incrementadas. En trucha arco iris (Kim et al., 1992) la
actividad ALT y la actividad glutamato deshidrogenasa también se han encontrado
elevadas en condiciones de ayuno. Este aumento en las actividades
metabolizadoras de aminoacidos, coordinado con un incremento en el flujo
gluconeogénico, se ha explicado como el resultado de la movilizacién de
aminoacidos como precursores de glucosa. Sin embargo, en trucha, anguila
americana y salmén rojo, no se han observado cambios significativos (Cowey vy
Walton, 1989).

La actividad enzimatica ALT se ha mostrado en nuestros experimentos mas
sensible a los cambios en las condiciones nutricionales que la actividad AST. Este
hecho puede relacionarse con la mayor utilizacién que hacen los peces de la alanina
como aminoacido precursor de gluconeogénesis que el aspartato (Fynn-Aikins,
1995).

4.1.5. Efecto de la cantidad de dieta suministrada sobre glucdlisis,
gluconeogénesis, via de las pentosas fosfato y metabolismo de
aminoacidos

La restriccion de la cantidad de dieta suministrada da lugar a unos niveles
bajos de glucosa y lactato en suero, equivalentes a los valores obtenidos en ayuno,
en el caso de la alimentacion con una cantidad de dieta equivalente al 0.5% del
peso fresco del pez. Ello es consecuencia de la poca disponibilidad de tanto
carbohidratos como proteinas en la dieta. Asimismo, el indice hepatosomético
resulta modulado por la cantidad de dieta suministrada.

Los niveles hepaticos de glucégeno y de Fru 2,6-P, muestran también una
clara dependencia de la cantidad de dieta aportada. La restriccion en el suministro
energético, tras 22 dias de realimentacioén, da lugar a unos valores de glucégeno,
que aunque superan siempre a los de ayuno, son extremadamente bajos en el
grupo de peces alimentado con el 0.5% del peso fresco.

En el otro lado de la balanza, los valores obtenidos, para glucégeno y Fru
2,6-P,, con el suministro del 2% del peso fresco superan a los obtenidos con el
3.5%, a pesar de la mayor disponibilidad de nutrientes. Ello es indicativo de que la
alimentacion con el 2% del peso fresco consigue un efecto estimulador méaximo
sobre la sintesis de ambos parametros.

La alimentacion restringida conduce, en higado, a una disminuciéon en la
actividad enziméatica 6-PF 2-K, asi como en la cantidad de proteina
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inmunodetectable y en el ARN,, de la enzima bifuncional. Como consecuencia, los
valores de Fru 2,6-P, se han encontrado disminuidos en los grupos de animales
sometidos a realimentacién con baja cantidad de dieta.

El bajo nivel de Fru 2,6-P, presentado por el grupo alimentado al 0.5% del
peso fresco conduce a un descenso en la actividad 6-PF 1-K, que junto al bajo nivel
en la actividad PK y al elevado en la Fru 1,6-P,asa, se corresponde con unos niveles
de glucdlisis y de gluconeogénesis similares a los observados en condiciones de
ayuno. Este efecto queda reflejado en las relaciones 6-PF 1-K / Fru 1,6-P,asa y PK
/ Fru 1,6-P,asa.

Las actividades reguladoras de la via de las pentosas fosfato, Glu 6-P DH y
6-PG DH, muestran un claro descenso como consecuencia de la restricciéon en el
aporte de dieta. En ambos casos, los niveles alcanzados a los 22 dias de
realimentacion son inferiores en los grupos alimentados con dieta al 0.5 y al 1%
que los observados en el grupo de peces en condiciones de ayuno. Este hecho se
relacionaria con una poca disponibilidad de glucosa como sutrato para la via de
las pentosas, generandose de esta forma menos poder reductor. Se produciria asi
un descenso de la capacidad biosintética de &cidos grasos y acidos nucleicos.
Estos resultados concuerdan con los descensos obsevados para ambas
actividades en trucha arco iris (Bastrop et al., 1992), Morone saxatilis (Hung et al.,
1993) y carpa (Shimeno y Shikata, 1993), en condiciones de alimentacién
restringida. En peces, ambas actividades parecen ser buenos indicadores del nivel
de sintesis de acidos grasos (Bastrop et al., 1992).

La actividad AST, ligeramente incrementada en condiciones de ayuno,
desciende de forma equivalente durante la realimentacion, sin verse afectada por la
alimentacion con diferentes cantidades de dieta.

Sin embargo, la actividad ALT, presenta una fuerte dependencia de la
cantidad de dieta suministrada. En el grupo de peces alimentado con dieta al 0.5%,
se han observado unos niveles de actividad ALT equivalentes a los encontrados en
ayuno, mientras que en los peces alimentados al 1% y, de forma mas acusada en
aquéllos alimentados al 2 y al 3.5%, se ha encontrado una estimulaciéon de dicha
actividad, siendo los valores encontrados significativamente superiores a los
observados en ayuno. De forma similar, Suarez et al. (1995) han encontrado
disminuida la actividad glutamato deshidrogenasa en anguila, como consecuencia
del suministro restringido de proteina y energia.
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4.2. HOMOLOGIA ENTRE LAS SECUENCIAS HEPATICAS DE OTRAS
6-PF 2-K/FRU 2,6-P,ASA CONOCIDAS Y EL FRAGMENTO CLONADO
DE HIGADO DE DORADA

En la actualidad, el fragmento que hemos clonado representa la Unica
secuencia descrita para el ADN, del mensajero de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa
en peces. Sparus aurata, como teledsteo, se encuentra dentro del grupo de peces
méas evolucionados. Al encontrarse alejado del organismo ancestral de peces
primitivos y resto de vertebrados, no sorprenden los valores de homologia
presentados con las secuencias hepaticas de nucledtidos y aminoacidos descritas
para otros vertebrados, como anfibios, Rana (Sakai et al., 1994), aves, Gallus (Li
et al., 1993) y mamiferos, Bos, Rattus y Homo (Lange et al., 1991; Colosia et al.,
1987; Darville et al., 1987; Lange y Pilkis, 1990).

En la secuencia de aminoacidos deducida para el fragmento clonado de
higado de Sparus aurata, aparecen conservados todos los residuos que se han
descrito como criticos para el mecanismo de accioén de la Fru 2,6-P,asa.

El dominio de la actividad bisfosfatasa de la isoforma de la enzima
bifuncional de higado de rata, requiere tres residuos fundamentales para su
actividad, que se encuentran ubicados proximos al centro activo, la His258
(fosforilada en el mecanismo de catalisis), la Glu327 y la His392, Estos aminoacidos
son esenciales para la formacién del fosfoenzima intermediario, necesario para
catalizar la hidrélisis del sustrato Fru 2,6-P, a Fru 6-P y P,. En esta triada de
residuos, el papel de Glu32?, conservado en todas las fosfoglicerato mutasas
analizadas, es el de mantener un estado de protonaciéon adecuado en la dos
histidinas del centro activo (Tauler et al., 1990; Lin et al., 1992a; Okar et al.,
1995). En el fragmento clonado de Sparus aurata, los tres aminoacidos aparecen
conservados, correspondiendo a His35, Glul%4 y His169 en la secuencia peptidica
deducida para la dorada.

La Lys356 y la Arg352, implicadas en la union al grupo fosfato del C-6 del
sustrato y producto (Li et al., 1992b), la Arg3€9, responsable de la unién con el
fosforilo del C-2 del sustrato Fru 2,6-P, (Li et al., 1992c), asi como las argininas
257 y 307, importantes también para el contacto con el C-2 (Lin et al., 1992b),
forman un grupo de residuos localizado en una regién superficial del péptido de
rata. Todos ellos, que aparecen totalmente conservados en las isoformas de
higado, musculo, corazén y testiculo (Ventura et al., 1995), se encuentran también
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en la isoenzima hepatica de Sparus aurata, correspondiendo a los aminoacidos
Lys133, Arg129, Arg137, Arg34 y Arg84, respectivamente.

Por otra parte, la Pro376, que contribuye al correcto plegamiento de la
estructura de la proteina, permitiendo que las cadenas a y bse aproximen a la
zona C-terminal de la Fru 2,6-P,asa de rata (Bazan et al.,, 1989), se conserva

como Prol53 en la secuencia aminoacidica que proponemos para dorada.

Aunque so6lo una pequefia parte del fragmento clonado corresponde al
dominio de la actividad quinasa de la enzima, en las posiciones 7 y 15 aparecen
sendas argininas que corresponderian a las Arg23° y Arg238 de la isoforma de
rata, y que se encuentran conservadas en todas las 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa
hepéaticas descritas. Ambas argininas, importantes para la uniéon del sustrato Fru
6-P a la enzima 6-PF 1-K bacteriana, en la 6-PF 2-K/fru-2,6-P,asa de higado de
rata han adquirido un papel mas importante en la unién a ATP (Li et al., 1992a).
Arg225, implicada en la unién al sustrato (Rider et al., 1995), aparece asimismo
conservada en la isoforma hepatica de dorada en posicion 2. Queda por
determinar la presencia de residuos analogos a Gly48 y Arg195 de higado de rata,
aminodcidos clave para la reaccion de la quinasa (Li et al., 1992a) y que podrian
esclarecer, en parte, las diferencias cinéticas encontradas en la isoforma hepatica
de dorada (Garcia de Frutos et al., 1994).

En la secuencia primaria de la enzima hepéatica de rata aparecen dos
motivos de unién a ATP ( GX4GK ), en las posiciones 48-55y 274-281. Del primero,
punto de unién a ATP necesario para la reacciéon de la quinasa (Pilkis 1990 y Li et
al., 1992a), actualmente no poseemos informacién acerca de su presencia en la
secuencia de dorada. El segundo, situado en el dominio Fru 2,6-P,asa y que no
parece ser necesario para la reaccién bisfosfatasa, corresponde con la secuencia
51GLSPRGAK®>8 en Sparus aurata. Esta secuencia presenta una ligera modificacion
respecto al posible motivo de unién de ATP, dado que la lisina que en rata se
corresponderia a la posicion 57, aparece en posicién 58 en dorada.

La secuencia sita en los residuos 57-74 del péptido de dorada es la region
que presenta menos homologia con el resto de 6-PF 2-K/fru-2,6-P,asa conocidas.

Hasta el momento, no se han descrito implicaciones importantes de esta regiéon en

las actividades enzimaticas de la proteina.
La posible obtencién en el futuro de la secuencia completa del ADN. de la

enzima probablemente ayudard a explicar su comportamiento cinético y el uso de
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carbohidratos en peces, asi como facilitara el entendimiento de la evolucion
genética de esta enzima.

4.2.1. Mensajeros de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de dorada

La utilizacion del fragmento de 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa, clonado de higado de
dorada, en el andlisis de los niveles de mensajero en diferentes condiciones
nutricionales, nos ha permitido detectar la presencia en higado de tres bandas,
reconocidas por la sonda en las hibridaciones con ARN total o poli (A+). Las tres
han mostrado ser objeto de regulacion nutricional en paralelo.

En mamiferos aparece una banda mayoritaria de 2 Kb, aunque es habitual
encontrar la expresion de diferentes isoformas en un mismo tejido. En higado de
rata, ademés de la forma especifica tisular, aparecen bandas minoritarias
correspondientes a las isoformas de musculo esquelético (1.9 Kb) y corazén (4.3
Kb). Queda por esclarecer los factores determinantes de la especificidad tisular,
asi como el sentido fisiolégico de la presencia de diferentes isoformas en un mismo
tejido (Pilkis et al., 1995).

En higado de Sparus aurata la banda mayoritaria corresponde a 4.2 Kb,
apareciendo dos con menor intensidad, una de 2.1 Kb y otra, minoritaria, de 1.1
Kb. Todos los andlisis por Northern blot realizados, para evaluar la expresion del
gen de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado en los experimentos de ayuno y
realimentacion con diferentes tipos y distintas cantidades de dieta, fueron llevados
a cabo trabajando en condiciones de elevada astringencia, lo que en principio
descarta una unién inespecifica. Ademas, el hecho de que la regulacion nutricional
afecte a las tres bandas por igual, parece indicar que son objeto de un mismo
control, lo que sugiere que las tres bandas podrian corresponder a diferentes
formas de mensajero expresadas por el gen hepatico de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa.
Queda por esclarecer el mecanismo que da lugar a la expresion de las tres formas.
La banda de 1.1 Kb, minoritaria, podria ser resultado de la expresién de una forma
truncada en el proceso de maduracion del ARN,,. Vidal et al. (1993) han observado
que el gen que codifica para la forma de corazén de la enzima bifuncional en
bovino da lugar, por diferente procesamiento, a cinco mensajeros diferentes, de los
cuales uno es una forma truncada sin actividad 6-PF 2-K.

Las tres formas expresadas podrian ser resultado de un procesamiento
diferente en la maduracién del ARN,, sin poder descartar que sean isoformas
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diferentes. Si la banda de 4.2 Kb, que es la mayoritaria, se traduce es probable
que dé lugar a la forma proteica activa mayoritaria de la enzima en higado. La
cantidad de mensajero de 2.1 Kb es relativamente baja, lo que podria indicar que,
si se traduce, posiblemente dé lugar a una forma proteica minoritaria, no

necesariamente diferente del producto de la posible traduccion de la banda de 4.2
Kb.
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CONCLUSIONES

1. El ayuno promueve, en higado de Sparus aurata, una disminucion del flujo
glucolitico por inhibicion de 6-PF 1-K y PK, a la vez que un aumento de la
gluconeogénesis mediante activacion de Fru 1,6-P,asa. La via de las pentosas
fosfato, a través de la inhibicion de Glu 6-P DH y 6-PG DH, y la metabolizacién de
aminodacidos, por inhibicibn de ALT, se ven a su vez disminuidas. Los valores de las
actividades enzimaticas se restablecen al realimentar peces previamente en
situacion de ayuno.

2. De entre las dietas de diferente composicidon suministradas a doradas, aquéllas
que tienen mayor contenido en carbohidratos y menor proteina, son las que
promueven un mayor incremento en las actividades enzimaticas de la ruta
glucolitica (6-PF 1-K y PK) y de la via de las pentosas fosfato (Glu 6-P DH y 6-PG
DH), dando lugar, ademas, a bajos valores en la actividad ALT. La alimentacion
con dietas ricas en proteina y pobres en carbohidratos promueven los efectos
contrarios en dichas actividades determinadas en higado de dorada.

3. El aporte de bajas cantidades de dieta conlleva un descenso general del
metabolismo, que se manifiesta en el crecimiento y en el indice hepatosomatico
(IHS) de los peces, asi como en la disminucién de las actividades 6-PF 1-K, PK, Glu
6-P DH, 6-PG DH y ALT, determinadas en extractos hepaticos. En cambio, la
actividad gluconeogénica Fru 1,6-P,asa se ve aumentada.

4. Los niveles hepaticos de Fru 2,6-P,, correlacionan con el estado de activaciéon de
la enzima bifuncional 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa. El ayuno y la alimentacién con baja
cantidad de dieta dan lugar a un descenso en los niveles hepaticos del metabolito.
Al realimentar peces previamente sometidos a ayuno, los niveles de Fru 2,6-P,
aumentan. Este incremento depende del contenido de carbohidratos y de la
cantidad de dieta suministrada.

5. El ayuno y la posterior realimentacibn promueven un descenso y aumento,
respectivamente, de la actividad 6-PF 2-K en higado de dorada. El incremento
observado en la actividad quinasa por realimentacibn es, a corto plazo,
mayoritariamente debido al aumento en la relacién forma activa/total de la 6-PF 2-
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K/Fru 2,6-P,asa, que no se corresponde con aumentos en los niveles de mensajero
o de proteina detectable por Western blot. En los peces realimentados con las
dietas de alto contenido en carbohidratos y bajo en proteina se promueve, a largo
plazo, un incremento de los niveles de ARN,, y de proteina 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa
inmunodetectable, que correlaciona con los elevados niveles de actividad 6-PF 2-K
observados bajo estas condiciones. La enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa de higado
de dorada esta sometida, por tanto, a regulaciéon nutricional a través de
mecanismos de control a corto y a largo plazo.

6. El aporte de bajas cantidades de dieta, tiene consecuencias similares a las
observadas en condiciones de ayuno sobre los niveles de ARN, y cantidad de
proteina 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en higado de dorada.

7. A partir de ARN total de higado de Sparus aurata se ha amplificado, clonado y
secuenciado un fragmento de ADN.. La comparacion de su secuencia con las de los
bancos de datos de acidos nucleicos, indica que corresponde a un fragmento de
ARN,, de la enzima 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa.

8. El fragmento clonado presenta un elevado grado de homologia con las
secuencias descritas para la enzima bifuncional en otros vertebrados, lo que indica
un alto grado de conservacion en la evolucién. El fragmento secuenciado
corresponde a la zona central de la enzima, donde se yuxtaponen parte del
dominio quinasa y bisfosfatasa, y es la primera secuencia descrita para el
mensajero de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-P,asa en peces.

9. En el ADN, clonado aparecen todos los residuos implicados en el mecanismo de
catdlisis descrito para la Fru 2,6-P,asa hepatica de rata. Estos residuos, que en
rata son Arg257, His258, Args397, Glus27, Args352, Lys356, Args60 e Hiss392,
corresponden en el fragmento clonado de higado de dorada a Arg34, His35, Arg84,
Glulo4, Argl29, Lysi33, Argl37 e Hisl69,

10. Los residuos arginina de las posiciones 225, 230 y 238 de la enzima de higado
de rata, importantes en la reaccién del dominio quinasa de la 6-PF 2-K/Fru 2,6-
P,asa, aparecen conservados en las posiciones 2, 7 y 15 del fragmento clonado de

higado de Sparus aurata.
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CONCLUSIONES

11. La utilizacion del fragmento clonado como sonda ha permitido detectar
variaciones en los niveles de ARN,, en higado de doradas sometidas a diferentes
condiciones nutricional, ayuno y realimentacién con diferentes tipos y/o cantidades
de dieta, por Northern blot. Tanto a partir de ARN total como de ARN poli (A+),
los mensajeros detectados corresponden a una banda mayoritaria de 4.2 Kb, otra
no tan abundante de 2.1 Kb y una tercera minoritaria de 1.1 Kb. En mamiferos se
ha descrito una banda mayoritaria de unas 2 Kb en higado.
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