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1. RESUMEN

Perumytilus purpuratus es un bivalvo marino habitual de nuestras costas. Presenta tolerancia a
carencia de oxigeno, por lo cua se estudiaron en este trabajo sus capacidades fisiolégicas y
metabdlicas de adaptacion a habitat intermareal, asi como los mecanismos bioquimicos de
respuesta a situaciones experimentales de carencia de oxigeno. Se observé que este organismo
presenta elevada respiracion aérea, respecto de su respiracion en inmersién. De igual modo se
comprobd que durante la emersion del bivalvo, la actividad de la enzima piruvato quinasa (PK)
disminuyé en el tiempo, y se produjo un aumento de la actividad de la enzima carboxiquinasa
fosfoenolpiravica (PEPCK). Se observd acumulacion de succinato en musculo aductor del
bivalvo a ser expuesto a hipoxia. La enzima PEPCK de musculo aductor de P. purpuratus fue
purificada a homogeneidad electroforética. El procedimiento de purificacion consté de tres
etapas. a) precipitacion con sulfato de amonio, b) cromatografia en fosfocelulosa y c©)
cromatografia de afinidad en GTP-agarosa. La actividad especifica de la enzima purificada fue de
13 U/mg (a 25 °C); la enzima se purifico 252 veces, con un 28 % de rendimiento. La enzima
nativa presentd una masa molecular de 89 kDay en condiciones desnaturantes fue de 74 kDa,
por lo tanto la enzima corresponderia a un monémero. La reaccion enziméatica se midié en €
sentido de la carboxilacion del fosfoenolpiruvato (PEP). Los valores de Km aparente para los
sustratos a pH 7, en presencia de 2,25 mM de MnCb, fueron de 0,55 mM (PEP), 2,4mM (HCOz3)
y 0,045 mM (IDP). El pH 6ptimo de la reaccion fue de 6,6 y la enzima requiere para su actividad
de la presencia de un metal bivalente, en el siguiente orden de efectividad: Co®* > Mr?* > Zn?* >
Mc?*. En la enzima purificada se realizaron estudios de cisteinas funcionaes utilizando el 4cido
ditio (bis)-nitrobenzoico (DTNB). La enzima fue inactivada en presenciade DTNB y la titulacion
de la enzima nativa sugirio la presencia de 3 cisteinas reactivas por mondmero de enzima. En
presencia del sustrato IDP/Mrf* se observé proteccion de la inactivacion por DTNB, lo cual, en
conjunto con experimentos de cinética de inactivacion por DTNB bajo condiciones de pseudo-
primer orden, permite suponer que la pérdida de la actividad se debe a la modificacion de una
cisteina gue estaria en (o cerca de) la region de union del nucledtido. Los resultados sugieren
elevadas capacidades de respuesta metabdlica de P. purpuratus a situaciones ambientales de
estrés hipdxico y que, ademés, la enzima PEPCK catalizaria a una etapa relevante en la
discriminacion del destino ddl fosfoenolpiruvato hacia vias metabdlicas anaerdbicas como la del
succinato- propionato en este invertebrado marino.



ABSTRACT

The marine bivalve Perumytilus purpuratus is a common inhabiting species of the chilean
coastline. It is an anoxic-tolerant intertidal organism, and their physiological and metabolic
adaptatory capacities, as well as the biochemical mechanisms of response to environmental
conditions of lack of oxygen. were investigated in this study.

It was observed that this organism shows a high aerial respiration, compared with immersed
oxygen uptake. The muscular pyruvate kinase activity showed a marked decrease during
emersion, and the phosphoenol pyruvate carboxykinase enzyme showed a clear increase on this
tissue under experimental hypoxia. Accumulation of succinate was observed on adductor muscle
of the bivalve after hypoxic / anoxic conditions.

The adductor muscle PEPCK of the mussel P. purpuratus was purified to electrophoretic
homogeneity. The purification procedure included three steps. a ammonium sulfate
precipitation, b) chromatography on phosphocellulose, c) affinity chromatography on GTP-
agarose. The specific activity of the purified enzyme was 13 U/mg (25 °C); the enzyme was
purified 252-fold, with ayield of 28 %. The native molecular weight of the purified enzyme was
89 kDa, and of 74 kDa, by electrophoresis under denaturing conditions; the enzyme should
therefore corresponds to a monomer. The enzymatic activity was measured in the direction of
carboxylation of PEP. The Michaelis constant (app Km) values for the substrates (pH 7), in the
presence of 2,25 mM MnCh, were 0,55 mM (PEP), 2,4 mM (HCOzs"), and 0,045 mM (IDP). The
pH value for maximal PEPCK activity was 6,6, and the enzyme required a bivalent cation for
activity, in the following order of efectiveness; Co?* > Mr?* > Zr#* > M¢?*. Functional cysteines
were studied on the purified enzyme, utilizing the reagent dithio (bis)- nitrobenzoic acid (DTNB).
The enzyme was inactivated in the presence of DTNB, and the titration of the native enzyme
suggested the presence of 3 reactive cysteines/ monomer of PEPCK. Protection from inactivation
by DTNB was observed in the presence of the substrate IDP/Mrf*, indicating that the loss of
enzymatic activity was due to the modification of one cysteine which would be located in (or
near) the nucleotide binding region.

The results presented here suggest high capacities of metabolic adaptation of P. purpuratus to
environmental situations of hypoxic stress, and that the PEPCK enzyme should corresponds to a
relevant step on the metabolic fate of PEP into anaerobic metabolism, like the succinate-
propionate metabolic pathway on this marine invertebrate.



2. INTRODUCCION

La zona intermareal es el habitat de una gran variedad de organismos marinos, entre ellos,
numerosas especies de invertebrados (Newell, 1979). Los invertebrados intermareales habitan
una zona caracterizada por marcadas fluctuaciones en las condiciones hidticas y abidticas,
impuestas por € ciclo de las mareas; estos organismos se ven expuestos a temperaturas extremas
durante la emersion, riesgo de desecacion, fluctuaciones marcadas de salinidad y también

situaciones carenciales de oxigeno (Newell, 1979).

Los animales intermareales han desarrollado adaptaciones morfolégicas, fisioldgicas y
metabdlicas que les permiten adaptarse a las condiciones extremas que presenta la intermarea y
poder sobrevivir asi por periodos prolongados en estas condiciones. Invertebrados marinos
representantes de diferentes phylum tienen distintas estrategias fisiologicas y metabdlicas que les
permiten adaptarse a las fluctuantes condiciones de la zona habitada (Zurburg y Kluytmans,
1980; Widdows y Shick, 1985; Zandee €t al., 1986; Via et al., 1999). Se ha observado que
algunos mitilidos pueden captar oxigeno aéreo en emersion, ya que poseen una eficiente
capacidad de respiracion aérea bajo ciertas condiciones ambientales como baja temperatura, ata
humedad relativa y por periodos cortos de exposicion a aire (durante algunas horas) (Bayne et
al., 1976; Widdows et al., 1979).

Por otro lado, se han postulado rutas metabdlicas anaerdbicas que suplen, a menos en parte,
los requerimientos  metabdlicos de estos invertebrados en situaciones de baja disponibilidad de
oxigeno (Zandee et al., 1986).Se ha observado en invertebrados marinos como bivalvos y
gastrépodos (entre los méas estudiados), que bagjo condiciones de hipoxia, la degradacion de
glucosa (y/o glicégeno) conlleva a la formacién de alanina, succinato y propionato entre otros
(Simpson y Awapara, 1966; Hammen, 1969). Este metabolismo anaerdbico contemplaria la
utilizacion de una via dternativa en la cua € fosfoenolpiruvato (PEP), proveniente de la
degradacién glicolitica, seria transformado en oxalacetato (OAA) via una carboxigquinasa
fosfoenolpiravica (PEPCK) citoplasmatica (Hochachkay Mustafa, 1972; Zandee et al., 1986). El

OAA seria reducido a malato, € cua ingresaria a la matriz mitocondria y luego, utilizando en



sentido reverso algunas reacciones del ciclo de Krebs, el OAA seriatransformado de esta manera
en los productos anaerébicos succinato, y posteriormente, propionato. Esta ruta metabdlica
tendria ventajas respecto a la fermentacion |éctica tanto en lo que se refiere a la obtencion de un
mayor rendimiento de ATP, como producir un menor grado de acidez en € tegido. Otra ventgja
seria tener una mayor rapidez en la degradacion de metabolitos acumulados como succinato, al
retornar € organismo a una situacion de aerobiosis luego de reinmersion, producto de la dta

marea, al mismo tiempo de mantener el balance redox glicolitico (Zammit y Newsholme, 1978).

La enzima PEPCK iniciaria de esta forma la ruta anaerdbica, en el punto de bifurcacion del
PEP por lo cua seria factible que posea agin mecanismo no descrito de regulacion de su
actividad catalitica, como también caracteristicas cinéticas y estructurales que difieran de la
PEPCK de otros organismos, que han sido ampliamente estudiadas, como la enzima de tejidos
gluconeogénicos de vertebrados (Nordlie y Lardy, 1963; Flores y Alleyne, 1971, Hanson y
Garber, 1972; Noce y Utter, 1975; Soling y Kleinecke, 1976; Jomain-Baum y Schramm, 1978;
Lee et al., 1981; Hebda'y Nowak, 1982,b; Wiese et al., 1991; Croniger et al., 2002), o la enzima
presente en levaduras (Cannata y Stoppani,1963; Tortora et al., 1985; Jabalquinto y Cardemil,
1992).

Al exponer invertebrados marinos a una situacién de hipoxia se ha observado que la actividad
PEPCK puede exceder a la actividad de piruvato quinasa (PK), enzima que se inhibe en €l
transcurso de la hipoxia y esta inhibicion se incrementa marcadamente a medida que aumenta el
periodo de anoxia (Munday et al., 1980; Siau y Ip, 1987). La PK en tgjidos de estos organismos
es una enzima alostérica tipo “L”, similar a la de higado (L) de vertebrados (Carvaa et al.,
1990; de Zwaan, 1972; de Zwaan y Holwerda, 1972; Holwerda y de Zwaan, 1973) que es
modulada positivamente por fructosa-1,6-bisfosfato, e inhibida por L-alanina'y por un aumento
en la concentracion de protones. Durante la hipoxia se ha observado una disminucién del pH
intracelular en diferentes tegjidos de invertebrados marinos (Ellington, 1983; Walsh et al., 1984),
gue combinada con un aumento en la concentracion de aanina causaria lainhibicion de la PK. Al
estar inhibida la PK, e PEP disponible ingresaria a la ruta anaerdbica del succinato siendo

transformado a OAA por la PEPCK citosblica (Zammit y Newsholme, 1978; Larade y Storey,



2002). Por lo tanto, se ha postulado la existencia de un punto de bifurcacion entre la ruta aerébica

y anaerdbica en invertebrados marinos facultativos, € cual se encontrariaanivel del PEP.

Estudios realizados en especies intermaredles de bivalvos de hemisferio norte, han
demostrado que un gran nimero de invertebrados marinos son anaerobos facultativos, es decir,
son capaces de adaptarse metabdlicamente, tanto en inmersion como en emersion, a periodos
prolongados de carencia parcia o tota de oxigeno, ya sea por razones ambientales y/o
funcionales (Zammit y Newsholme, 1976, 1978; Schiedek y Zebe, 1987).

Se ha propuesto que para lograr este propdsito adaptativo frente a regimenes de disminucion
en la disponibilidad de oxigeno, estos organismos recurren a una ruta anaerdbica en la cual €l
PEP seria iniciamente convertido en OAA por laenzima PEPCK (Zandee et al., 1986; Larade y
Storey, 2002). Se ha establecido que glicdgeno es la principa fuente de energia en anaerobiosis
(Zandee et al., 1986; Gnaiger, 1983). Este polimero de glucosa estd presente en grandes
cantidades, especiamente en tejidos de bivalvos (de Zwaan y Wijsman, 1976). Se ha observado
en algunos bivalvos, que € glicdgeno es catabolizado a piruvato via la glicdlisis y luego, en vez
de ser reducido a lactato, € piruvato experimenta una reaccién de transaminacion para formar
alanina, que utiliza el grupo amino gque ha sido transferido desde el aspartato. El producto de la
deaminacion del aspartato, es €l oxalacetato € que seria posteriormente reducido a malato, lo
cua sucederia en e inicio del periodo de carencia de oxigeno (Zandee et al., 1986; Larade y
Storey, 2002). De esta forma, la fase inicia del metabolismo anaerdbico estaria principalmente
caracterizada por un consumo de aspartato y por un aumento en la concentracion de aanina'y de
ciertas opinas (Siegmund et al., 1985; Gade y Grieshaber, 1986). Una vez que la enzima PK se
inhibe por la acumulacion de aanina, a continuar la hipoxia, e PEP no es convertido en
piruvato, sino que en oxalacetato por la enzima PEPCK, con la respectiva produccion de
ITP/GTP; e oxalacetato origina a continuacion la acumulacion de succinato y propionato
(Hochachkay Mustafa, 1972; Kluytmans et al., 1977). La aparicién de estos productos es de esta
manera secuencia a progresar € periodo de hipoxia (Hochachka y Somero, 1984; Livingstone,
1983). Se han propuesto diferentes esquemas de organizacion metabdlica en invertebrados que

dan cuenta del orden de aparicion de estos productos (Larade y Storey, 2002). Bagjo una condicion



inicial de anoxia, se ha postulado que la ruta operante seria la que se presenta en lafigura 1, a.
Este esquema metabdlico permite la utilizacion ddl piruvato formado en aerobiosis, para explicar
laaparicion inicia de aaninay, paralelamente, una leve acumulacién temprana de succinato
(Zandee et al., 1986); en este momento ocurriria una inhibicion gradual de la PK, lo cua ha sido
demostrado en diferentes invertebrados marinos (de Vooys y Holwerda, 1986). En tejidos
musculares de invertebrados marinos, la actividad PEPCK es similar a la actividad PK; algunos
autores han utilizado la razon de las actividades especificas de la PK y PEPCK como indice de la
capacidad de utilizacion de la ruta del succinato, ya que ambas enzimas competirian por €l
sustrato PEP (Fig. 1 a b) (Ebberink y de Zwaan, 1980; Bowen, 1984; de Vooys, 1987,
Simpfendorfer et al., 1995).

Se ha observado en diferentes especies (principalmente bivalvos y gastropodos marinos) que
durante la transicion aerobiosis-anaerobiosis, la enzima PK se inhibe, tanto bajo condiciones de
Vmax, COMO a bajas concentraciones de PEP (Holwerda et al., 1989; Vid et al., 1992). LaPK en
tejidos de estos organismos es una enzima aostérica tipo L, compuesta de 4 subunidades, con
una masa molecular de alrededor de 250 kDa (de Zwaan, 1972; de Zwaan y Holwerda, 1972;
Holwerday de Zwaan, 1973) modulada por fructosa1,6-bisfosfato (FBP), L-aanina (entre otros
aminoécidos), ATP y H'. Paralelamente a la inhibicion paulatina en la actividad de la enzima
PK, se produciria una activacion de la PEPCK. Como se ha descrito en moluscos marinos,
durante la anaerobiosis se produce una disminucion del pH tanto en el espacio extracelular como
intracelular (Ellington, 1983; Walsh et al., 1984). Esta moderada disminucion del pH durante
anoxia probablemente contribuya a crear un contexto metabdlico que favorecerialainhibicion de
la PK, cuyo pH dptimo es aproximadamente 7,5, y una activacion de la PEPCK cuyo pH éptimo
es aproximadamente 6,5. Un estado avanzado en e metabolismo luego de anaerobiosis
prolongada se esquematiza en la figura 1 b. Se visualiza en el esguema en forma progresiva un
marcado flujo metabdlico a través de esta ruta anaerdbica, luego de un elevado grado de
inhibicion de la PK. La regulacion catalitica de esta enzima en moluscos anaerobos facultativos
(como Mytilus edulis, Bivavia, o Busycotypus canaliculatum, Gastropoda) incluyen la
modificacion covalente por la fosforilaciondesfosforilacion de la enzima (Plaxton y Storey,
1984; Hakim et al., 1985; Holwerda et al., 1989; Simpfendorfer et al., 1997 a, b).
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Figura 1la. llustracion esguematica del punto de bifurcacion metabdlica del
fosfoenol piruvato en moluscos bivalvos. Punto de bifurcacién del PEP, en torno alas enzimas
PK y PEPCK (reaccién 3). Se muestra en lafigura (entre paréntesis) las 4 principales alternativas
anaerdbicas descritas en moluscos anaerobos facultativos. 1: LDH; 2: Opinas deshidrogenasas; 3:
PEPCK; 4: Transaminasa (de acuerdo a Hochachkay Somero, 1984).
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Figura 1b. Esguema metabdlico que representa las transiciones graduales del
metabolismo durante € ciclo de mareas. Ruta metabdlica del succinato-propioreto, en la

transicién gradual entre aerobiosis y anaerobiosis en Mytilus edulis, de acuerdo a Zandee et al.,

1986.
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Figura 1c. Acumulacion de metabolitos intermediarios durante 24 h de emersion. Curvas de
produccién de metabolitos anaerdbicos en Mytilus edulis en € transcurso de periodos crecientes

de carencia de oxigeno, de acuerdo a Kluytmans et al., 1977.



Las PEPCKs (GTP. oxalacetato carboxiliasa (transfosforilante) E.C. 4.1.1.32/49), se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza (Utter y Kolenbrander, 1972; Weldon et al.,
1990) y requieren de un nucledtido de purina (GTP, ITP o ATP) y un ién metélico bivaente
(Mr* o Mg?"). Esta enzima se encuentra en sistemas muy diversos (procarionte / eucarionte;
animal / vegetal) y ha sido ampliamente estudiada en higado de ave (Hebda y Nowak, 1982,a),
rata (Colombo et al., 1978), rifion de oveja (Barnes y Keech, 1972), Saccharomyces cerevisiae
(Tortora et al., 1985), E. coli (Medina et al., 1990), plantas C4 (Burnell, 1986), Trypanosoma
spp. (Sommer et al., 1984; Urbina, 1987; Urbina et al., 1993), y en invertebrados marinos como
Mytilus edulis (de Zwaan y de Bont, 1975) y Modiolus demissus (Harlocker et al., 1991). Esta
enzima se ha purificado desde tejidos de los organismos descritos, y se ha encontrado que ellas
presentan marcadas diferencias en su estructura cuaternariay en la especificidad y afinidad por el
nucledtido. Las carboxiquinasas aidadas de tejidos animales, utilizan exclusivamente nuclebtidos
de inosinay guaninay son monémeros de arededor de 70 kDa (Utter y Kolenbrander, 1972). Por
otra parte, las PEPCKs aidadas desde microorganismos y plantas son especificas para
nucledtidos de adenina y la mayoria contiene entre 2 y 6 subunidades con masas moleculares
entre 42 y 64 kDa (Muller et al., 1981; Burnell, 1986; Urbina, 1987; Osteras et al., 1991). Las
PEPCKSs requieren en forma absoluta de dos moles de un i6n metdlico bivalente por mol de
monomero (Lee et al., 1981; Colombo et al., 1981; Jurado et al., 1996), y cada uno cumple un
rol diferente en la catdlisis. Uno de los cationes se une directamente a sitio activo de la enzima,
originando la forma activa EMr?*, alacual se unen los sustratos PEP 'y el nucledtido (Hlavaty y
Nowak, 2000). El otro ibnmetalico forma un complejo con la porcion fosforilada del nucledtido
(Lee et al., 1981; Hlavaty y Nowak, 2000). En vertebrados esta enzima opera en la direccion de
formacion de PEP por lo cual cumple un rol gluconeogenético, es decir forma glucosa a partir de
precursores C3 y C4 (Utter y Kolenbrander, 1972; Gancedo y Schwerzman, 1976; Bede et al.,
2002), catalizando la reaccion de descarboxilacion de OAA produciendo PEP (reaccion
reversible) (Fig. 2). Sin embargo, en invertebrados anaerobos facultativos como moluscos
marinos o parasitos helmintos (Rohrer et al., 1986), la PEPCK participaria como punto de
ingreso glicolitico a vias anaerdbicas como la del succinato (de Zwaan y Wijsman, 1976; Brodey
y Bishop, 1992), catalizando la carboxilacion del PEP para formar OAA.
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Figura 2. llustracion esquematica de la reaccion catalizada por la PEPCK. (A) Se muestra
en la figura la reaccién catalizada por la PEPCK. (B) Se muestra la reaccién de la PEPCK
acoplada a la actividad de la enzima malato deshidrogenasa (MDH). El curso de la reaccion se
puede seguir midiendo a 340 nm la disminucion de absorbancia debida a la desaparicién del
NADH.



Los distintos mecanismos de regulacién de los procesos gluconeogénicos y glicoliticos en
tejidos de vertebrados han sido abordados ampliamente durante las Ultimas décadas. Estos dos
procesos metabdlicos son regulados bioquimica y fisiolégicamente en forma concertada, de
manera de conducir la sintesis o bien la degradacion glicolitica celular de acuerdo a los
requerimientos bioenergéticos del organismo. Uno de los puntos finamente regulado en la ruta
glicoliticay gluconeogénica de higado de vertebrados, es € circuito PEP-piruvato-OAA.

La enzima glicolitica piruvato quinasa (PK), actla en forma complementaria con las enzimas
piruvato carboxilasa y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), para controlar e flujo del

PEP hacia diferentes esquemas de degradacion aerdbica, anaerdbica, o bien vias biosintéticas. La
PK en tgidos gluconeogénicos de vertebrados es una enzima aostérica que presenta
cooperatividad para su sustrato PEP, es aostéricamente activada por fructosa-1,6-bisfosfato e
inhibida por ATP y aminoacidos como alanina. La PEPCK de vertebrados en cambio, no

presenta regulacion por efectores alostéricos. Se ha descrito que tanto proteinas quinasas
dependientes de cAMP (PKA), como de Ca?*-Calmodulina (PK-CaM) (Schworer et al., 1985),
catalizan la fosforilacion de la PK tipo L de higado de rata, y ambas fosforilaciones causan una
inhibicién de la actividad enzimética, caracterizada por un aumento en Sps del PEP. La
fosforilacion de la PK lainactiva y hace a la enzima menos sensible a la activacion por fructosa
1,6-bisfosfato y més sensible a la inhibicion por daninay ATP (Hakim et al., 1985; Holwerda et
al., 1989; Simpfendorfer et al., 1994); estos efectos de fosforilacion de la PK favorecen la
gluconeogeénesis hepética en vertebrados, evitando que € PEP sea convertido en piruvato. Por
otra parte, la PK desfosforilada favorece la glicdlisis, a encontrarse activa'y menos susceptible a
inhibicion por ATP y aminoécidos. La PK, a ser una enzima regulable por fosforilacion, es la
gue aparece como € foco de accion para la regulacion hormona de las rutas gluconeogénica y
glicolitica en vertebrados, més alin s se considera que la velocidad limitante de la
gluconeogénesis es € paso de piruvato a PEP, via OAA (Rucktaschel et al., 2000; Croniger
et al., 2002).

Se ha observado que la PEPCK es una enzima regulable a nivel de trarscripcion. El glucagon,
gue actlia a través de la adenilato ciclasa-cCAMP, estimula la sintesis de PEPCK de higado de
vertebrados. El CAMP afecta directamente la transcripcion génica de PEPCK (Christ et al., 1988;
Rucktéschel et al., 2000; AllenJennings et al., 2002). Los glucocorticoides también estimulan la
sintesis de PEPCK en estos tegjidos gluconeogénicos (Scott et al., 1998). Se ha descrito que €
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receptor de glucocorticoides de higado de vertebrados posee una proteina asociada con actividad
proteina-quinasa lo cua sugiere que un mecanismo de fosforilacion-desfosforilacion puede estar
involucrado en la regulacion de los niveles de PEPCK por glucocorticoides (Waltner-Law et
al., 2000). La insulina en cambio, reduce los niveles de mRNA de PEPCK (Massillon et al.,
1998; Franckhauser et al., 2002); € mecanismo de accién de la insulina en la transcripcion
genética de la PEPCK no esta claro, pudiendo también estar relacionado con un mecanismo de
fosforilacion-defosforilacion de proteinas, dado que el receptor de insulina de estos tejidos, posee
actividad tirosina-quinasica (Kido et al., 2001). Estudios mas acabados en € mecanismo por €
cuad € cAMP y la insulina modulan la expresion génica de enzimas hepaticas, aportarian
evidencias sobre la participacion de la expresion génica en la regulacion metabdlicay como esta
regulacion biocenergética estaria integrada con todos los procesos regulatorios de vias
metabdlicas, para lograr € control globa de las rutas glicolitica y gluconeogénica bajo
condiciones fisiologicas, como también los mecanismos de disfuncion en situaciones

fisiopatol gicas.

En invertebrados tolerantes a la anoxia, la situacion seria metabdlicamente diferente ya que
existiria un acceso aternativo para el PEP. Bgo condiciones de anaerobiosis, €l PEP seria
convertido en OAA por una PEPCK citosolica, siendo estareaccion el punto deingreso alaruta
gue origina succinato y propionato, productos anaerdbicos de invertebrados anaerobos
facultativos. Helmintos, invertebrados anaerobos facultativos, poseen una estrategia metabdlica
similar ala descrita para invertebrados marinos (Rohrer et al., 1986). Se ha sugerido que en estos
parasitos la PEPCK funcionaria preferentemente en € sentido de formacién de OAA, debido a
los bajos valores de Km para €l bicarbonato, con respecto a la enzima de vertebrados (Rohrer et
al., 1986). De igua modo que para moluscos, la PEPCK en helmintos es un mondmero de masa
molecular de 75 kDa; en Ascaris suum el Mrf* causa una disminucion en la Km aparente para el
PEP, sugiriendo un rol del metal en laregulacion de la actividad enzimética (Rohrer et al., 1986).
El ITP es un inhibidor competitivo con respecto a los sustratos IDP y PEP, sugiriendo una
sobreposicion de los sitios de unién de los 2 sustratos (Rohrer et al., 1986). Aunque se conoce
poco sobre las propiedades de esta enzima, es altamente probable que € mecanismo y las

caracteristicas de |os sitios de union de los sustratos difiera de |la PEPCK de vertebrados.
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En vertebrados se han realizado variados estudios para la identificacion de los residuos de
aminoécidos en los sitios de unidn de sustratos, en particular se han detectado tioles en €l sitio del
nucledtido en muchas PEPCK s dependientes de GDP (Barnsy Keech, 1972; Carlson et al., 1978;
Silverstein et al., 1979; Rojas et al., 1991; Holyoak y Nowak, 2001). Todas las PEPCKs
estudiadas han sido inactivadas por modificadores de grupos sulfhidrilos, como el acido ditio-bis-
nitrobenzoico (DTNB), N-etilmaeimida o yodoacetato (Barns y Keech, 1972; Carlson et al.,
1978; Makinen y Nowak, 1989). Se han encontrado grupos sulfhidrilos altamente reactivos en €
sitio de unién de GTP en higado de rata, cerdo y levadura (Cardemil et al., 1990; Rojas et al.,
1991). En la mayoria de los casos existen evidencias que la modificacion inactivante ocurre en o
cerca del sitio de union de los sustratos. La carboxiquinasa de rifibn de oveja presenta dos SH
esenciales, uno relacionado con la carboxilacion y e otro en e sitio de union de GDP (Barns 'y
Keech, 1972). La PEPCK citosdlica de higado de rata es muy sensible a la accion modificadora
del DTNB. Latitulacién de la PEPCK de higado de rata con DTNB indica la presencia de un tiol

Vecino gue da cuenta de la actividad enzimética (Lewis et al., 1993).

Los invertebrados marinos habitan ambientes con grandes fluctuaciones en factores de tipo
fisico como también bidtico, en particular aquellos habitantes de la intermarea, 1o que es muy
marcado en rocas intermareales en areas no protegidas, donde por efecto de las mareas, los
organismos se ven periddicamente expuestos a ciclos de emersion/inmersién. Perumytilus
purpuratus es un bivalvo que habita la zona media a media-superior del intermareal de Chilealo
largo de toda la costa en € Pacifico suramericano (Brattstrom, 1990). Se encuentra distribuido
entre 1,9 y 5,2 m sobre & nivel 0 de mareas (Simpfendorfer et al., 1995). En e sur de Chile,
particularmente en areas protegidas del olegje este organismo esta expuesto a periodos

prolongados de emersion (hasta 10 h en laintermarea alta) debido ala bgja marea.

Por estas razones los moluscos marinos constituyen modelos metabdlicos que han sido
ampliamente estudiados, desde hace varias décadas, debido a sus mecanismos adaptativos en
aspectos fisioldgicos como metabdlicos (Hochachka y Somero, 1984; Brooks y Storey, 1997).
Por ello aparece especiamente interesante € estudio de los mecanismos de regulacion de la

transicion aerobiosis-anaerobiosis, ala cual debe continuamente recurrir este organismo producto
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del habitat en € que se encuentra. Se han descrito variadas respuestas metabdlicas a las
situaciones carenciales de oxigeno, desde la utilizacién de una eficiente respiracion aérea en
emersion, hasta diferentes fermentaciones anaerdbicas, como la produccién de alanina 'y opinas
(Géade y Grieshaber, 1986) y/o la produccién de succinato y propionato.

En esta Tesis se estudié s en P. purpuratus se utiliza la ruta metabdlica anaerébica del
succinato, y se analizaron las condiciones experimentales en que ella operaria. Los animales
fueron expuestos a tres condiciones experimentales en el laboratorio: a) Control: organismos
mantenidos en acuarios en agua de mar filtraday con burbujeo constante de aire, sin alimento; b)
Anoxia gemplares del animal mantenidos en agua de mar filtrada, con burbujeo constante de
nitrégeno; ¢) Emersién: gemplares expuestos por periodos variables en emersion, y a
temperatura ambiente. En todas las condiciones experimentales se midio € consumo de oxigeno,
las actividades enzimaticas en sobrenadante de extracto muscular de las enzimas PK y PEPCK, y
la concentracion de succinato en € tgjido muscular. Posteriormente , se purificd la PEPCK
muscular de P. purpuratus para caracterizar la enzima estructura y funcionalmente, e inferir asi
su eventual participacion en e metabolismo anaerdbico en este invertebrado intermareal, comin
habitante de nuestro litoral.

En base a los antecedentes anteriormente expuestos se postulan en e presente trabagjo las

siguientes hipétesis:

1. El invertebrado marino Perumytilus purpuratus (Mollusca / Bivalvia) posee mecanismos
regulatorios de adaptacion metabdlica que utiliza bajo condiciones ambientales de carencia de

oxigeno.

2. La enzima PEPCK muscular del bivalvo P. purpuratus presenta caracteristicas cinéticas

coherentes con su participacion en la ruta metabdlica anaerdbica del succinato- propionato.

Para corroborar experimentalmente las hipétesis de este trabgo, fueron planteados los

siguientes objetivos:
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Determinar en Perumytilus purpuratus el consumo de oxigeno en inmersion y en emersion.
Estudiar la aparicién de productos del metabolismo anaerdbico (succinato) después de
distintos tiempos de exposicion a condiciones de emersion y de anoxia (burbujeo constante
de nitr6geno).

Estudiar la actividad PK y PEPCK en extracto proteico de musculo aductor del bivalvo
después de distintos tiempos de emersién y anoxia, y definir de esta manera las condiciones
Optimas de expresion de la PEPCK.

Purificar la PEPCK de musculo aductor de P. purpuratus considerando los procedimientos
utilizados en la purificacion de PEPCK de otros organismos.

. Caracterizar algunas propiedades estructurales y cinéticas de la PEPCK purificada, y
vincularlas con la participacion de esta enzima en el metabolismo anaerdbico en el bivalvo
estudiado.

Redlizar estudios de cisteinas funcionales en la PEPCK purificada; para ello se utilizara e

reactivo modificador DTNB, en presenciay en ausencia de sustratos de la enzima.
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3. MATERIALESY METODOS

3.1. REACTIVOS

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Co.: PEP, IDP, ADP, GDP,
NADH, ITP, GTP, malato deshidrogenasa, alanina, aspartato, succinato, DTT, TES, HEPES,
PMSF, DTNB, INT, TrissHCI, Sephacryl S-300, fosfocelulosa, GTP-Agarosa, estandares de peso
molecular. Los siguientes reactivos se obtuvieron de Merck, (grado proandisis): EDTA,
NaH,PO,4, KH,PO4, KClI, glicerol, sacarosa, KHCO3, HCIO4, MNChL, MgCh, CoCl,, ZnCl, .

3.2. ANIMALES

Ejemplares adultos de Perumytilus purpuratus fueron recolectados de la zona media del
intermareal de Punta Metri (41°35°S; 71°42°W), localidad ubicada en el Seno de Reloncavi,
CEACIMA; Centro experimental de Acuiculturay Ciencias del Mar, Universidad de Los Lagos.
L os especimenes de 3 - 3,5 cm de largo, fueron trasladados a Laboratorio de Bioguimica de la
Universidad de Los Lagos y fueron mantenidos alli en acuarios a temperatura ambiente (15 + 1
°C) con agua de mar filtraday burbujeo constante de aire y sin alimento, por periodos variables (1
diaa 2 semanas). Las condiciones experimentales a las que fueron sometidos |os organismos para

larealizacion de los diferentes experimentos fueron las siguientes:

- Control: inmersion con burbujeo constante de aire;
- Hipoxia: emersién por tiempos crecientes a temperatura ambiente;

- Anoxiatota: inmersién continua en agua de mar con burbujeo constante de nitrégeno.

3.3. DETERMINACION DE CONSUMO DE OXIGENO EN INMERSION Y EN EMERSION
EN P. purpuratus.

El consumo de oxigeno en emersion se midié usando un respirdmetro de Davies (1966). Este

instrumento consiste de dos cAmaras (deigual volumen) que estén interconectadas. En una de
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ellas se introduce a organismo, y la otra posee un tornillo micrométrico. En ambas cdmaras se
introdujo un peguefio recipiente con 1 ml de solucion de hidroxido de potasio concentrado (1 M),
con € objeto de captar €l didxido de carbono que elimina & organismo. Ademas, se agregaron 3
gotas de agua de mar filtrada a temperatura ambiente (15 °C) en cada cAmara, para mantener una
humedad relativa alta. Con € tornillo micrométrico (conectado a la camara contraria a la cua se
introduce € organismo) se compensan las presiones relativas de ambas cdmaras, a captar €

organismo oxigeno aéreo. La escala del tornillo micrométrico corresporde a un determinado
volumen de oxigeno aéreo consumido por e organismo. Las mediciones fueron realizadas con
organismos en forma individual, por periodos de tiempo de 15 a 30 min. Cada determinacion se
estandarizo por horay gramo de peso seco de partes blandas (ml O, x gps® x h!). El peso seco
de cada organismo fue obtenido interpolando su talla (largo) en curvas de peso seco versus tala
gue fueron realizadas previamente en el laboratorio de Cultivos Marinos. El organismo extraido
del acuario fue inmediatamente introducido en la cAmara de medicion de oxigeno. Se monitored

en cada oportunidad respiracién aérea durante 15 min, atemperatura ambiente (15 °C).

El consumo de oxigeno en inmersion se determiné por medio de un oxigendmetro WTW
OXI-530, instrumento conectado a un electrodo que detecta concentracion de oxigeno disuelto
(mg/l), con una camara hermética con agua de mar saturada de oxigeno (155 ml de volumen
total). Se utiliz6 agua de mar prefiltrada (filtro Whatman, 50 um de poro) y luego filtrada en un
filtro de nitrocelulosa Whatman (0,45 um). Se determin6é e consumo de oxigeno de cada
organismo por un periodo de 20 min. El consumo de oxigeno se estandariz6 por horay gramo de

peso seco de partes blandas.

3.4. PREPARACION DE SOBRENADANTES PROTEICOS DE TEJIDO MUSCULAR.

Para redlizar determinaciones enziméticas en sobrenadantes proteicos de tejido para las
enzimas PEPCK y PK, se extrgjo e musculo aductor de los mitilidos. Este tgjido fue extraido
con un bisturi y colocado de inmediato en un vaso en hielo. Para cada andlisis se ocuparon los
musculos de 5 organismos, se pesdO € tegido obtenido (peso himedo) y luego se

homogeneiz6 en homogeneizador vidrio-vidrio con 5 ml del siguiente buffer de extraccion: 50
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mM Hepes pH 7,0; 5 mM EDTA; 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 1 % (v/v) gliceral. El
homogeneizado fue centrifugado a 17.000 rpm (35.000 g) por 30 min, a 4 °C en una centrifuga
Kubota KR 2000 T (rotor RA-2). En el sobrenadante obtenido, se determind la actividad PEPCK
segun € método de Noce y Utter (1975), y la actividad PK de acuerdo a método de Bliicher y
Pfleiderer (1955).

3.4.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PEPCK.

La actividad de la PEPCK se midio en € sentido de la carboxilacién del PEP, acoplando la
reaccion de esta enzima a b reaccion catalizada por la malato deshidrogenasa, determinando
espectrofotométricamente la desaparicion de NADH (Noce y Utter, 1975). El medio de reaccion
contenia: 100 mM Hepes pH 7,0; 2,5 mM PEP; 0,2 mM IDP; 2,25 mM MnCh; 50 mM KHCOs3;
0,2 mM NADH; 8 U malato deshidrogenasa y 20-50 pl de muestra que contenialaenzima, en
un volumen final de 1 ml. La reaccion se inici6 agregando el PEP a la mezcla de reaccion
preincubada a 25 °C. Se realizaron blancos sin PEP y sin HCOs'. Para determinar la velocidad de
formacion de oxalacetato a partir de PEP, se midié la disminucion de la absorbancia a 340 nm,
producto de la desaparicién del NADH (Fig. 2). Se definid una unidad de actividad PEPCK como
la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 pumol de NADH por minuto, a 25 °C, en 1 ml de

solucion.

3.4.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PK.

La actividad de la PK fue medida segin € método de Blcher y Pfleiderer (1955) a 25
°C, en e cua se acopla a la reaccion de la PK, la reaccion catalizada por la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) y se monitored e consumo de NADH a 340 nm, en un espectrofotometro
Shimadzu UV-160. EI medio de reaccion conteniat 50 mM Tris-HCI pH 7,0; 1 mM PEP,; 1
mM ADP; 50 mM KCI; 5 mM MgSOyg; 0,2 mg/ml NADH; 5,5 U LDH y 50 pl de la preparacion
enzimatica. La reaccion se inici6 agregando el sustrato PEP. La unidad enzimatica PK se definid

deigua modo que parala PEPCK.
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3.4.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS.

La concentracién de proteinas fue determinada segin e método descrito por Bradford (1976),
usando como estandar seroalbimina de bovino, o bien midiendo la absorbancia de la muestra

diluidaa 260 nmy a 280 nm, utilizando la relacion:
Proteina (mg/ml) = 1,55 Azgp - 0,76 Azeo
3.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE SUCCINATO.

Para cada situacién experimental se extrajo e musculo aductor de 5 organismos. Este
tgiido fue homogeneizado 1/3 (p/v) en écido perclérico 6 % con un homogeneizador manual
vidrio-vidrio. EI homogeneizado obtenido fue centrifugado a 10.000 rpm (20.000 g) por 10 min a
4 °C en una centrifuga Kubota. El sobrenadante fue gjustado a pH 7,5 con KOH. De este modo se
obtuvo un sobrenadante no proteico en el que se determind la concentracion de succinato. Se
determind succinato utilizando la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) obtenida de higado de
bovino fresco, modificandose e método de Kmetec (1966). La fraccion mitocondria con SDH
fue obtenida al homogeneizar el higado de bovino conla siguiente solucion amortiguadora: 0,1 M
KCI; 0,015 M NaH,PO4 pH 7,5, 5 mM EDTA; 0,15 M sacarosa (todo a 4 °C). Luego, €
precipitado obtenido se lavd 3 veces con 6 ml de la misma solucion a 7.200 rpm (aprox. 4.000 g)
por 10 min, para luego resuspender el precipitado que contenia la SDH en la misma solucién de
extraccion de SDH.

La succinato deshidrogenasa cataliza la siguiente reaccion:
Succinato ? Fumarato + 2 €
Como aceptor de electrones se utilizo la sal de tetrazolio INT, de acuerdo a la siguiente reaccion:
Succinato + INT (oxidado) 7 Fumarato + INT (reducido)

En este método de punto final se monitored la aparicion color violeta a 540 nm (INT reducido)
incubando la muestra por 30 min en presencia y en ausencia de malonato. EIl malonato es un

inhibidor competitivo de la SDH, por lo tanto la diferencia de actividad obtenida a incubar la



muestra en ausencia y presencia de malonato, da cuenta de la concentracién de succinato en la

muestra.

3.6. PURIFICACION DE LA PEPCK DE MUSCULO ADUCTOR DE P. purpuratus.

La PEPCK se purifico de musculo aductor de P. purpuratus, organismos adultos. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo entre 2 - 4 °C en hielo 0 en camara fria. Previo a sacar €
musculo aductor, los especimenes (aproximadamente 800 cada vez de 2,5 - 3,5 cm de largo
fueron sometidos a 12 h de emersion a temperatura ambiente en el laboratorio (15 °C); luego se
les sacd con € bisturi e musculo aductor, € cual fue puesto inmediatamente en un vaso
precipitado en higlo. Una vez recolectado todo e materia (aproximadamente 30 g en cada
oportunidad), este se guardd a -80 °C (la actividad PEPCK dd tgido se mantuvo sin
variaciones por a menos dos meses a -80 °C). Después de descongelar € tgjido, éste se secO y se
procesd en homogeneizador mecanico vidrio-teflén con 4 volimenes del siguiente buffer de
extraccion: 50 mM Hepes pH 7,0; 1 mM DTT; 5 mM EDTA; 0,1 mM PMSFy 0,25 M sacarosa.
Este homogeneizado se centrifugo por 45 min a 30.000 g a 2 °C, obteniéndose un sobrenadante al
cual se le hizo un primer corte con sulfato de amonio solido a 35 % de saturacion. Después de
agitar por 40 min, la suspension se centrifugd a 30.000 g por 30 min a 2 °C. Al sobrenadante que
se obtuvo, se le hizo un segundo corte con sulfato de amonio a 65 % de saturacion. El pellet se
resuspendio en 10 ml de solucion A: 10 mM KH,PO,4 pH 7,0; 1 mM DTT; 5 mM EDTA; luego
sediaizé por 1 h contral | de amortiguador A y luego toda la noche contra otro litro del mismo
amortiguador. Después de dializada la muestra, ésta se aplicdé a una columna de intercambio
ionico de fosfocelulosa (2,7 x 4,5 cm) la cua fue previamente equilibrada con solucion A. Una
vez adsorbida la muestra, se lavé con 6 volimenes de columna de solucion A, con un flujo de 0,5
ml/min, hasta que la absorbancia a 280 nm disminuy6 a un nivel basal. La PEPCK fue eluida con
una gradiente lineal de KH,PO4 pH 7,0 desde 10 a250 mM , conteniendo 1 mM DTT y 5
mM EDTA, a un flujo de 0,5 ml/min. Se mezclaron las fracciones que contenian la enzimay
se diaiz6 lamezcla por 1 h contra 1 | de solucién B: 10 mM Tes pH 7,3; 0,1 mM DTT; 0,5 mM
EDTA; 8,7 % glicerol y 0,2 mM MnCh, y luego toda la noche contra otro litro del mismo

amortiguador B. A la fraccion didlizada sele agregd MnCh hastauna concentracion final de
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1,15 mM. Se gjustd la absorbancia a 280 nm a un valor de 0,3, agregando solucién C: 10 mM
TespH 7,3; 0,1 mM DTT; 0,5 mM EDTA; 8,7 % glicerol y 1,15 mM MnCh. La muestra diluida
se aplico a una columna de afinidad de agarosa-hexano-GTP (1 x 10 cm) previamente equilibrada
con la solucion C. Una vez que la muestra se adsorbid, se lavo con 4 volumenes de columna del
amortiguador C, a un flujo de 0,33 ml/min, hasta obtener una absorbancia a 280 nm igual a la
absorcion del blanco. La muestra se eluy6 aplicando un gradiente lineal entre 61,5 M KCI,
preparado en solucion C. El volumen total del gradiente fue equivalente a 9 volimenes de

columna.
3.7. CARACTERIZACION CINETICA DE LA PEPCK PURIFICADA DE P. purpuratus.
3.7.1. DETERMINACION DEL TAMANO MOLECULAR DE LA PEPCK.

Para determinar el grado de purificacion (homogeneidad electroforética) y € tamafio
molecular de la enzima eluida de la columna de afinidad de GTP-Agarosa, se redizé una
electroforesis en geles de poliacrilamida a 10 %, en presencia de SDS (Laemmli, 1970). Se
usaron como estandares de peso molecular las siguientes proteinas. (¥galactosidasa, 116 kDa;
seroalbimina de bovino (BSA), 66 kDa; abumina de huevo, 45 kDa 'y anhidrasa carbénica, 29
kDa. Los geles fueron tefiidos con azul brillante de Coomassie G-250 de acuerdo a Weber y
Oshorn (1969). Para determinar € peso molecular en condiciones no desnaturantes, se usd una
columna de filtracion en gel Sephacryl S 300 (columna de 50 cm de ato por 1 cm de diametro).
La muestra eluida desde GTP-Agarosa se concentrd con sacarosay luego se dializ6 contral | de
amortiguador 10 mM Hepes pH 7,0; 0,5 mM DTT; 1 mM EDTA; 0,1 M KCI, por 4 h. Los
estandares de peso molecular que se usaron para cromatografia de filtracion fueron los
siguientes: Zamilasa, 200 kDa; alcohol deshidrogenasa (ADH), 150 kDa; seroalbumina bovina
(BSA), 66 kDa; anhidrasa carbonica, 45 kDa.

3.7.2. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE MICHAELIS PARA LOS
SUSTRATOS DE LA ENZIMA.

Se utilizaron las fracciones con mayor actividad PEPCK eluidas de la columna de GTP-

22



agarosa. Para cada curva de saturacién se determiné actividad PEPCK utilizando concentraciones
crecientes del sustrato variable (sin aterar e volumen final de reaccion), manteniendo fija la
concentracion de los demas sustratos y del cofactor metalico. En todos los casos se utilizd 50 pl
de PEPCK npurificada, y se monitored la desaparicion de NADH durante 2 - 4 min,
manteniéndose condiciones de estado estacionario a partir de 30 segundos de reaccion. La

reaccion fue iniciada en todos los casos agregando la enzima.

3.7.3. EFECTODE METALESBIVALENTES.

Se analizé d efecto de los siguientes metales bivalentes en la actividad catalitica PEPCK :
CoCly, MnCh, ZnChk, MgCb, los cuales fueron utilizados en concentraciones variables, como se
indica en la figura respectiva. La actividad PEPCK fue determinada como se detala en e punto

3.4.1., con concentraciones saturantes de |os sustratos de la enzima.

3.7.4. EFECTO DEL pH.

Se midio la actividad PEPCK en funcion de diferentes valores de pH de la solucion acoplada
de reaccion. Para ello se utilizaron dos amortiguadores (acetato y Hepes), en rangos de pH
optimos para cada uno. Las concentraciones de sustratos de la enzima, y las condiciones

cataliticas fueron las descritas en e punto 3.4.1.

3.7.5. EFECTO DE POTENCIALES MODULADORES DE LA ENZIMA.

Se estudié € posble efecto de metabolitos musculares en la actividad de la PEPCK
purificada, los cuales han sido descritos como eventuales reguladores in vitro de la actividad
PEPCK en otros organismos invertebrados marinos. Entre estos, se determind la actividad
PEPCK en presencia de los siguientes compuestos. succinato 2 mM, alanina 5 mM, aspartato 2
mM, ADP 0,2 mM. Se midi¢ la actividad PEPCK con concentraciones saturantes de 10s sustratos

de la enzima, en ausencia 'y presencia de los metabolitos indicados. Igualmente, se determind el
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efecto de los nucledtidos ITP y ATP, en concentraciones crecientes, en la actividad PEPCK,

como se describe en la figura respectiva.

3.8. ESTUDIOSDE INACTIVACION Y TITULACION DE LA PEPCK CON DTNB.

Para redlizar los experimentos de titulacion de sulfhidrilos con DTNB se concentr6 la enzima
eluida de la columna de GTP-agarosa, efectuando didlisis contra sacarosa solida y luego se
diaiz6 laenzima concentrada contra el amortiguador: 10 mM Tes pH 7,3; 8,7 % glicerol; 0,5 M
KCl. El &cido 5':5"-ditio(bis)-2-nitrobenzoico (DTNB), fue disuelto en solucién 10 mM Tes pH
7,3. La solucion de DTNB fue titulada previamente con DTT, para corroborar su concentracion
redl.

3.8.1. ESTUDIOS DE INACTIVACION DE LA PEPCK CON DTNB EN PRESENCIA Y EN
AUSENCIA DE SUSTRATOS.

Pararealizar 1os experimentos de inactivacion de PEPCK con DTNB se preincub6 a 30 °C una
solucion que contenia cantidades variables de enzima en el amortiguador D con @ntidades
variables del reactivo inactivador en un volumen final de 0,1 - 0,2 ml. Esta preincubacion se
realiz6 en ausencia o presencia de diferentes ligandos como: IDP; Mrt*; IDP-Mr?*; ITP; GDP;
PEP, ATP, HCOs™ (a las concentraciones indicadas en cada figura correspondiente). Se tomaron
luego alicuotas de 5-10 pl y se midié la actividad residual de la PEPCK. EI modificador (DTNB)
se diluia asi entre 100 a 200 veces en e medio de ensayo de actividad remanente, no
observéndose efecto de DTNB en la actividad de la PEPCK ni en la enzima auxiliar, malato

deshidrogenasa. La relacion estequiométrica E/DTNB se indica en la figura respectiva

Se estudio € efecto protector del sustrato PEP en la actividad enzimética a incubar la PEPCK
purificada con DTNB. Para elo fue preincubada la enzima en presencia de las siguientes
concentraciones de PEP. 1 mM; 2,5 mM; 3,5 mM; 5 mM; 7 mM. Luego se realizd incubaciones

en presencia de DTNB por tiempos crecientes, para determinar finalmente actividad PEPCK
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residual, como se describe anteriormente, utilizando mezcla de reaccion acoplada de la PEPCK

como se describe en € punto 3.4.1.

3.8.2. TITULACION CON DTNB DE LA PEPCK PURIFICADA.

La titulacion de la PEPCK se realizd a 30 °C en e amortiguador D. Se incubd 1 ml de
enzima (concentracién indicada en la figura respectiva) con una concentracion de DTNB de 50
VECes exceso estequiomeétrico y se monitored el aumento de absorbancia a 412 nm producido por
la liberacion del anién mono nitro benzoato (MNB). Este mismo experimento se realizd en
presencia de 2 % SDS 'y en presencia del ligando Mrf*-1DP. El seguimiento de la reaccion se
realizd en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-160. De igual modo se reaiz6 una titulacion
estequiométrica 1:1 de la enzima purificada con DTNB. Este experimento se realizd en presencia
y ausenciade Mrt*-IDP.

Para determinar el orden de la reaccion se preincubd a 0 °C la enzima (de manera de disminuir
la velocidad de inactivacion), con concentraciones crecientes de DTNB correspondiente a 10-50
veces de exceso estequiométrico con respecto a la concentracion de la enzima. Para medir la

actividad PEPCK remanente se tomaron alicuotas de 10 pl por interval os crecientes de tiempo.
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4. RESULTADOS

4.1. DETERMINACION DEL CONSUMO DE OXIGENO EN P. purpuratus EN INMERSION
Y EN EMERSION.

Se determiné e consumo de oxigeno en inmersion y en emersion de P. purpuratus a 15 °C,
obteniéndose un consumo de oxigeno aéreo de 0,184 ml O, x gps™* x h?, lo cual representa un 48
% del consumo de oxigeno en inmersion ala misma temperatura (Tabla 1). Por tanto la situacion
de emersion para P. purpuratus constituiria una situacion de hipoxia o carencia parcial de
oxigeno (anoxia parcial), ya que posee una elevada capacidad de respirar oxigeno aéreo. Esta
capacidad de respiracion aérea es dta s se compara con otros mitilidos, en los cuaes la
capacidad de respiracion agrea es de sblo 5 a 15 % (como es € caso de M. chilensis)
(Simpfendorfer et al., 1995) y de un 4 a 17 % en e caso de M. edulis y M. galloprovincialis
(Widdows et al., 1979).

4.2. ACTIVIDAD PEPCK Y PK EN SOBRENADANTES DE MUSCULO ADUCTOR
DE P. purpuratus EN CONDICIONES DE EMERSION (HIPOXIA) Y DE BURBUJEO DE
NITROGENO (ANOXIA).

En lafigura 3 se representa la adtividad enzimatica de las enzimas PK y PEPCK, determinadas
en extractos proteicos de musculo aductor de P. purpuratus, en gemplares mantenidos por
tiempos variables en emersion y en inmersion en acuarios con burbujeo constante de nitrégeno.
Las actividades de ambas enzimas fueron medidas bao condiciones de Vmax , con
concentraciones saturantes de los sustratos de cada enzima y a pH Optimo. El control se
determind en situacion de normoxia (inmersién con burbujeo constante de aire y sin alimento) y
se dbtuvo para ambas enzimas vaores de concentracion en € tejido de 3,36 U/g peso himedo
musculo, parala PK y de 1,06 U/g peso himedo musculo, parala PEPCK, valores a los cuales se
les asignd 100 % de actividad inicia (tiempo O de hipoxia en la Fig. 3). Se visudiza en la figura
una disminucion de la actividad PK tanto en emersion (hipoxia) como con burbujeo de nitrogeno
(anoxia), con respecto al control en inmersion (aerobiosis), observandose enanoxia unainhibicion
mas marcada en e tiempo.
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TABLA 1

Consumo de oxigeno de Perumytilus purpuratus en inmersién y emersion.

Consumo de oxigeno (ml O2/gps/h) Respiracion E*
x 100 (%)
Inmersion (1) Emersion (E*) Respiracion |
0,383 + 0,086 0,184 + 0,026 48
(10) (12)

Promedio + DE. Para cada experiencia se indica entre paréntesis e nimero de determinaciones.

Las mediciones de respiracion fueron realizadas a 15 °C.

* Valor de respiracion aérea a tiempo cero de emersion (inmediatamente después de sacar 10s
giemplares del agua).
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Figura 3. Variaciéon de las actividades PK y PEPCK en funcion del tiempo de anoxia
parcial o total. Actividad PK y PEPCK en extracto crudo de musculo aductor de P. purpuratus,
expuestos a anoxia parcial (emersién) y anoxia total (inmersion con burbujeo constante de
nitrégeno) por tiempos crecientes a temperatura ambiente y con un 85 % de humedad relativa.
Para cada tiempo experimental se presenta € promedio (£ una desviacidon estdndar) de 5
experiencias. En cada experiencia se usaron 5 organismos. La concentracion inicial en € tejido
de las enzimas (tiempo 0) fue de 3,36 U/g peso humedo tgjido (PK) y de 1,06 U/g peso humedo

muscular (PEPCK).
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Estos resultados fueron muy similares a determinar las actividades enzimaticas como actividad
especifica en los extractos musculares (resultados no presentados). Se concluye de esta
experiencia que P. purpuratus presenta bajo condiciones de anoxia e hipoxia una disminucion
gradua de la actividad especifica de la PK en extractos de musculo aductor. La PEPCK en
cambio, mostré poca variacion en su Vinax durante las primeras horas de carencia de oxigeno,
pero después de 12 h de hipoxia 0 anoxia, se aprecia un aumento significativo de la actividad
especifica que alcanza hasta un 150 % con respecto a la actividad PEPCK bajo condiciones de

aerobiosis (control 100 % de actividad).

4.3. DETERMINACION DE SUCCINATO EN MUSCULO ADUCTOR DE P. purpuratus.

Se estudié la acumulacion de succinato en e muasculo aductor del bivalvo, producto
intermediario del metabolismo anaerdbico, luego de las siguientes condiciones experimentales:

-emersion en el tiempo (congtituiria condicion de hipoxia);

-inmersién con burbujeo constante de nitrégeno en el tiempo (anoxia total);

-inmersion con burbujeo constante de aire (control aerobiosis).

Puede apreciarse en la figura 4 una marcada acumulacion de succinato en musculo aductor luego
de anoxia durante las primeras 15 h para descender luego la concentracion de este intermediario;
en cambio, la aparicion de succinato en € tejido bajo condiciones de hipoxia se visualiza solo
después de 6 h. de emersién. En inmersién (aerobiosis) no se detectdé succinato por la
metodologia utilizada. Esta experiencia permitié comprobar que € invertebrado intermareal P.
purpuratus utilizaria la ruta metabolica anaerébica del succinato, la que seria de mayor magnitud
luego de anoxiatotal que en regimenes de hipoxia.

4.4. PURIFICACION DE LA PEPCK DE MUSCULO ADUCTOR DE P. purpuratus.

La purificacion de la PEPCK de musculo aductor de P. purpuratus se llevo a cabo en tres
etapas.
a) Precipitacién con sulfato de amonio.

b) Cromatografia de intercambio ionico en fosfocel ulosa.
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Figura 4. Determinacién de la concentracion de succinato. Variacion en la concentracion de
succinato (umol/g de tgjido himedo) en musculo aductor de P. purpuratus expuestos a emersion

(0) y a inmersién con burbujeo de nitrogeno (?) por tiempos crecientes.
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c) Cromatografiade afinidad en GTP-agarosa.
Ademas de las cromatografias finalmente utilizadas (etapas b y c), cabe destacar que en €
proceso de estandarizacion de la purificacion de la PEPCK se efectud aternativamente a la
cromatografia en fosfocelulosa, una cromatografia en DEAE-Sephadex. . En  este dltimo
procedimiento se eluyd con una gradiente de 00,5 M NaCl, en amortiguador 10 mM Tris-HCI
pH 7,0; 0,1 mM DTT ; 0,5 mM EDTA. Empero, en esta columna cromatogréfica la PEPCK
perdi6 completamente su actividad. Se probd también, como etapa aternativa a intercambio
ionico, una columna de adsorcion en hidroxilapatita, eluida con una gradiente entre 10 y 500 mM
de amortiguador fosfato pH 7,0; 0,1 mM DTT y 1 mM EDTA). En este caso, la cromatografiase
realiz6 después de una cromatogafia de filtracion en Sephadex G-150 (en amortiguador 10 mM
fosfato pH 7,0; 0,1 mM DTT; 0,5 mM EDTA); sin embargo estas dos etapas no fueron muy
efectivas en purificar la PEPCK, y fueron reemplazadas por una didlisis luego de precipitar con
sulfato de amonio y por la columna de intercambio i6nico en fosfocelulosa, etapas que arrojaron

mejor rendimiento, mayor purificacion y en menor tiempo.

El extracto inicial que contenia la enzima obtenida luego de centrifugar el homogeneizado
muscular, se precipitd con (NH4)2SOs 35-65 % de saturacion, obteniéndose un 94 % de
recuperacion de las unidades iniciales, con 2,3 veces de purificacion de la actividad especifica de
PEPCK (Tabla 2). El precipitado en sulfato de amonio fue redisuelto y dializado y fue aplicado a

continuacion ala columna de fosfocel ul osa.

El perfil de elucién de la columna de fosfocelulosa se visualiza en la figura 5. Se puede
apreciar que el lavado de la fraccion retenida por esta columna elimina gran cantidad de proteinas
y que la elucién de la PEPCK se produce hacia € fina de la gradiente aplicada, en un solo pico
de actividad, siendo eluida aproximadamente con 180 mM de fosfato. En lafigura 5 se observa e
pico de PEPCK obtenido, se reunieron las fracciones con mas actividad, conjunto que present6
una actividad especifica de 0,95 U/mg (Tabla 2). La enzima fue estable en esta etapa, a ser
mantenida a 5 °C por 48 h. Esta mezcla se aplicoé a una columna de afinidad de agarosahexano-
GTP. El perfil de elucion de la enzima en esta columna se puede observar en la figura 6. La
columna de afinidad fue eluida con una gradiente de KCl entre 0y 1,5M. En lafigura se aprecia
gue laPEPCK eluye con arededor de 1 M KCl, en un solo pico, presentando un comportamiento
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TABLA 2

Purificaciéon de la PEPCK de musculo aductor de Perumytilus purpuratus.

Procedimiento Volumen Proteinas Unidades Actividad P R
Totales Totales Especifica
(mi) (mg) ) (U/mg) (veces) (%)
Sobrenadarte
(Ei) 135 770 43 0,056 1 100
PP (NH4)2S04
35-65% 14.6 310 40,4 0,131 23 94
Fosfocelulosa 24.8 30 28,3 0,95 17 66
GTP-Agarosa 25 0,93 12 13 252 28

R = rendimiento
P = purificacion
U = unidades (definidas en Materidlesy Métodos).
pp = precipitado
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Figura 5. Cromatografia de intercambio ionico en fosfocelulosa de la PEPCK de musculo
aductor de P. purpuratus. La columna fue lavada con amortiguador fosfato 10 mM pH 7,0; 1
mM DTT; 5 mM EDTA. Lae€ucién de la muestra fue realizada con un gradiente de 10 a 250
mM amortiguador fosfato pH 7,0; 1 mM DTT; 5 mM EDTA. Se determinaron absorbancia a 280
nm (0) y actividad enzimética como ? A/min (?).
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de elucion similar a observado para PEPCKs de otros organismos (Rojas et al., 1991). La
enzima eluida de la columna GTP-agarosa, fue mantenida a 4 °C, sin observarse pérdida de

actividad durante al menos 7 dias.

En la Tabla 2, se resume la purificacion de la enzima. Se puede apreciar que la PEPCK de
musculo aductor de P. purpuratus fue purificada 252 veces, con un 28 % de rendimiento. La
PEPCK eluida de GTP-agarosa, presentd una actividad méaxima especifica de 13 pmoles de OAA
formados por minuto y por mg de proteina a 25 °C. En la preparacion descrita se utilizaron 30 g
de tgjido muscular y se obtuvieron 0,93 mg totales de PEPCK homogénea, en 2-3 dias.

4.5. CARACTERIZACION CINETICA Y ESTRUCTURAL DE LA PEPCK DE P. purpuratus.

45.1. DETERMINACION DEL TAMANO MOLECULAR.

El grado de homogeneidad de la preparacion, se determind mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturantes y reductoras. En el gel se obsenva (Fig. 7), una sola
banda con tincién de Coomassie, con una migracion correspondiente a una proteina de masa
molecular de alrededor de 74.000 Da. Para determinar el tamarfio molecular de la enzima nativa se
realizd una cromatografia de filtracion en gel, Sephacryl S-300, obteniéndose una enzima con un
tamano nativo de alrededor de 89.000 Da (Fig. 8), con lo cua se concluye que la PEPCK de

musculo aductor de P. purpuratus corresponderiaa un monémero.

45.2. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE MICHAELIS PARA LOS
SUSTRATOS DE LA PEPCK EN LA REACCION DE CARBOXILACION.

L as constantes cinéticas para los sustratos IDP, GDP, PEP y HCO3™ fueron obtenidas a partir
delos datos de las curvas de saturacion para cada sustrato de la PEPCK en sentido de la reaccion
de carboxilacion del PEP. Los parametros cinéticos fueron calculados de los gréficos de dobles

reciprocos de lavelocidad en funcion de la concentracion variable del respectivo sustrato. Los
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Figura 6. Cromatografia de afinidad en GTP-agar osa-hexano de la PEPCK de musculo
aductor de P. purpuratus. El volumen de adsorcion de la muestra correspondioé a 370 ml. El
lavado de la muestra adsorbida fue con amortiguador C: Tes 10 mM pH 7,3; 0,1 mM DTT; 0,5
mM EDTA; 1,15 mM MnCh; 8,7 % gliceral. La €lucion de la muestra fue redizada con una
gradiente de 90 ml de O - 1,5 M KCI en amortiguador. (0) absorbancia a 280 nm ; (?) actividad

enzimética expresada como ? A/min.
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Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS, de la PEPCK
de musculo aductor de P. purpuratus. Se muestra la PEPCK de musculo aductor de P.
purpuratus eluida de la columna de afinidad GTP-agarosa en un gel de poliacrilamida al 10 %,
en presencia de SDS. Se aplico en e gel aproximadamente 3 - 5 g de proteina en cada carril
(a—f),y10ug para los cariles gy h. Carriles: 8) PEPCK €eluida de GTP-agarosa; b) 3
galactosidasa, 116 kDa; ¢) BSA, 66 kDa; d) albumina de huevo, 45 kDa; €) anhidrasa carbonica,
29 kDa; f) PEPCK eluida de GTP-agarosa; g) Sobrenadante muscular inicia; h) Fraccion eluida
desde fosfocelulosa.
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Figura 8. Gréfico de log PM de proteinas marcadoras vs movilidad relativa en una
cromatografia de filtracion molecular en Sephacryl S-300 para determinar € peso
molecular de la PEPCK de P. purpuratus. Se determind e tamafio molecular nativo de la
PEPCK de musculo aductor de P. purpuratus por filtracion en gel Sephacryl S-300, equilibrada
en amortiguador Hepes 10 mM. pH 7,0; 0,5 mM DTT; 1 mM EDTA; 0,1 M KCI. La PEPCK fue
obtenida de la cromatografia de afinidad en GTP-agarosa- hexano. Los marcadores de tamafio
molecular fueron: a) amilasa, 200 kDa; b) ADH, 150 kDa; ¢) BSA, 66 kDa;, d) anhidrasa
carbdnica, 45 kDa. Se midi6 actividad PEPCK (z) en las fracciones eluidas de la columna de
Sephacryl S300 y los estdndares fueron visualizados midiendo proteina por determinacion de
absorbancia a 280 nm.
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estudios cinéticos en velocidad inicia (Figs. 9, 10 y 11), muestran que la enzima presenta un
comportamiento de tipo hiperbdlico con respecto a los diferentes sustratos, de acuerdo a la
cinética de Michaelis-Menten. La constante de Michaelis para cada sustrato, se determiné a pH
7,0y en presenciade 2,25 mM MnC}, (con concentraciones saturantes de cada sustrato fijo) y se
resumen en la Tabla 3. Se aprecia que la Km aparente para IDP (0,045 mM) es mayor que laKm
aparente para GDP (< 0,01 mM), mientras que el ADP no fue reconocido como sustrato por la
PEPCK muscular de P. purpuratus. Los valores de Km aparente para PEP y HCO3™ fueron 0,55
mM y 2,4 mM, respectivamente.

45.3. EFECTO DEMETALESBIVALENTES.

La PEPCK requiere de la presencia de un metal bivalente para su actividad catalitica. Al medir
la actividad de la PEPCK purificada luego de cromatografia en GTP-agarosa en presencia de
diferentes metales bivalentes (Fig. 12), se observa que el Co®* es e metal con e que se obtuvo

mayor velocidad méxima, bajo las condiciones de reaccion aplicadas, seguido por Mr?*, Zré*y

Md.
454 EFECTODEL pH.

La figura 13 muestra la actividad PEPCK medida a diferentes valores de pH con 2
amortiguadores, observandose un pH éptimo a 6,6. La actividad fue medida a cada pH con
concentraciones saturantes de los sustratos y Mr?* (Vimax), (Fig. 13). Los datos muestran que €l
rango de actividad méxima (pH éptimo) es pequefio, ya que la enzima PEPCK no tiene actividad
apH< 6,0 ni apH > 8,0, siendo la PEPCK de P. purpuratus activa entre pH 6,0 y 8,0.

4.55. EFECTO DE POTENCIALES MODULADORES DE LA ENZIMA.

Se estudiaron los efectos de alanina, aspartato, ADP y succinato sobre la actividad de la
enzima purificada, debido a su papel como posibles reguladores de actividad PEPCK en tejidos
de otros invertebrados (de Zwaan y de Bont, 1975). Se pudo apreciar que aanina 5 mM y
aspartato 2 mM, bajo condiciones de ensayo de PEP no saturante (0,5 mM)y PEP saturante
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Figura 9. Efecto de la concentracién de IDP sobre la actividad ce la PEPCK. La actividad
PEPCK fue expresada como ?A/min a 340 nm. PEPCK = 0,3 uM. Medio de reaccion: 100 mM
HepespH 7,0; 2,25 mM MnCb; 2,5 mM PEP; 50 mM KHCO;3™, 8 U MDH; 0,15 mg/ml NADH
y 50 ul de preparacion enzimatica en un volumen final de 1 ml. Los puntos graficados fueron
determinados experimentalmente. La linea fue trazada en forma tedrica utilizando la ecuacion de

Michaelis-Menten. En € recuadro aparece la grafica de los dobles reciprocos.
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Figura 10. Efecto de la concentracién de PEP sobre la actividad de la PEPCK. Velocidad
expresada como ? A/min a 340 nm. PEPCK = 0,3 uM. Medio de reaccién: 100 mM Hepes pH
7,0; 0,2 mM IDP; 2,25 mM MnCh; 50 mM HCOs’; 8 U MDH; 0,15 mg/ml NADH y 50 pl de
preparacion enzimatica en un volumen final de 1 ml. Los puntos graficados fueron determinados
experimentalmente. La linea fue trazada en forma tedrica utilizando la ecuacion de Michadlis-

Menten. En € recuadro aparece la gréficade dobles reciprocos.
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Figura 11. Efecto de la concentracion de HCO3™ sobre la actividad de la PEPCK. Velocidad
expresada como ? A/min a 340 nm. PEPCK = 0,3 uM. Medio de reaccién: 100 mM Hepes pH
7,0; 2,25 mM MnCh; 25 mM PEP; 0,2 mM IDP; 8 U MDH; 0,15 mg/ml NADH y 50 pl de
preparacion enzimatica en un volumen de 1 ml. Los puntos graficados fueron determinados
experimentalmente. La linea fue trazada en forma tedrica utilizando la ecuacion de Michadlis-

Menten. En € recuadro aparece la gréfica de dobles reciprocos.
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TABLA 3

Vaores de Km aparente para los sustratos de la PEPCK de Perumytilus purpuratus.

Sustrato Km aparente (mM)
PEP 0,550
HCO3 2,4
IDP 0, 045

GDP <0, 010
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Figura 12. Efecto de la @ncentracién de metales bivalentes en la actividad PEPCK. Se
determind la actividad PEPCK en presencia de diferentes metales bivalentes en la enzima
purificada de musculo aductor de P. purpuratus. Velocidad expresada como ?A/min a 340 nm.
PEPCK = 3,22 uM. Medio de reaccién: 100 mM Hepes pH 7,0; 0,2 mM IDP; 2,5 mM PEP; 50
mM HCOs; 8 U MDH; 0,15 mg/ml NADH y 50 pul de preparacion enzimatica en un volumen
final de 1 ml. Los puntos graficados fueron determinados experimentalmente. Se usaron

concentraciones variables de los siguientes metales bivalentes: CoCh (?); MnCh (O); ZnCh ()

y MgCh (?).
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Figura 13. Determinacion de la actividad PEPCK a diferentes valores de pH. Se midio
actividad PEPCK de musculo aductor de P. purpuratus en funcion del pH. La velocidad fue
expresada como ?A/min a 340 nm. PEPCK = 3,22 uM. Se usaron |os siguientes amortiguadores:
100 mM Acetato (?) y 100 mM Hepes (*). EI medio de reaccion conteniac 0,2 mM IDP; 2,25
mM MnCh; 2,5 mM PEP; 50 mM HCOs"; 8 U MDH; 0,15 mg/ml NADH y 50 pl de preparacion

enziméticaen un volumen final de 1 ml.



(2,5 mM), no mostraron efecto alguno en la actividad PEPCK (datos no mostrados). De igud
modo, se comprob6 que ADP (0,2 mM) tampoco produjo cambios en la actividad PEPCK de P.

purpuratus.

Se analizo € efecto de concentraciones crecientes de ITPy ATP sobre la actividad de PEPCK
la purificada (Fig. 14), observdndose que ambos nucléotidos son inhibidores de la enzima,
presentando mayor grado de inhibicion € ITP. ATP inhibié la PEPCK a concentraciones
mayores de 1 mM. Lainhibicién de la enzima por ITP presenta un valor de Isp para e nucléotido
de 1,70 mM, mientras que la enzima presenta una disminucién en la sensibilidad al ATP,
teniendo un valor de by para ATP de 1,95 mM. En la figura 15 se muestra € gréfico de
Uvelocidad vs 1/[PEP?, en ausenciay en presencia de una concentracion fija de ITP. Los datos
de la figura dan una excelente correlacion con la ecuacion para una inhibicion mixta, con
respecto a PEP. De los datos de lafigura 15 se determiné que la constante de inhibicion para
ITPtiene un vaor de 0,8 mM, €& cua es similar ala constante de inhibicion de ITP con respecto
a PEP (Ki de 0,75 mM), en & helminto Ascaris suum (Rohrer et al., 1986), invertebrado anaerobo

facultativo.

4.6. INACTIVACION Y TITULACION DE LA PEPCK MUSCULAR DE P. purpuratus
CON DITIOBISNITROBENZOATO.

Para determinar si la enzima PEPCK muscular de P. purpuratus presenta grupos sulfhidrilos
funciorales, se realizaron experiencias de titulacion con DTNB, reactivo dirigido a grupos SH.
Para este fin, se realizaron dos tipos de experiencias. a) se monitored la actividad catalitica en €
tiempo al tratar la enzima purificada con el reactivo de sulfhidrilos, bajo diferentes condiciones
estequiomeétricas, y en presencia o ausencia de sustratos de la enzima; b) Por otro lado, se
monitored espectrofotométricamente la aparicion del anion mono nitrobenzoato (MNB), € que
absorbe a 412 nm, luego de experiencias de titulacion de la PEPCK purificada. Para €llo se
diaizé la enzima purificada inmediatamente antes de las experiencias de reaccion con DTNB,

pararemover € DTT, como se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 14. Efecto de la concentracion de ITP y ATP en la actividad PEPCK. Se midio la
actividad PEPCK en funcion de concentraciones crecientes de ITP (?) y ATP (?) de la PEPCK

purificada. PEPCK = 3,22 uM. La actividad de la enzima fue determinada como se describe en

las leyendas de las figuras 9 y 10, con concentraciones saturantes de los sustratos PEP, IDP y
HCO3'.
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Figura 15. Grafico de dobles reciprocos de la velocidad inicial (?Aszq / min) vs la
concentracion de PEP para la PEPCK, en ausencia y presencia de ITP. Grafico de
Lineweaver-Burk de lainhibicion de la actividad enzimética PEPCK de musculo aductor de P.
purpuratus causada por I TP, a concentraciones variables de PEP. Se mantuvieron constantes las
concentraciones de los siguientes sustratos. 0,2 mM IDP; 2,25 mM MnCh; 50 mM HCOs'.
PEPCK = 3,22 uM. La concentracion de PEP fue variable, en ausencia (?) y en presenciade 2
mM ITP ().
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La figura 16 muestra la cinética de inactivacion de la enzima incubada (a 30 °C) con distintas
concentraciones de DTNB, observandose que e DTNB inactiva rapidamente la PEPCK a bajas
concentraciones y en forma dependiente de su concentracion.

De igual modo se realizaron experiencias de inactivacion con DTNB en presencia de los
sustratos de la enzima. Para dicho experimento fueron probados los siguientes ligandos. ITP,
MnCbhL-IDP, IDP, GDP, PEP, MnChL, ATPy HCOs" (las concentraciones se indican en leyenda de
lafigura). Al observar lafigural?, se desprende que al incubar la enzima con DTNB en presencia
de M**-IDP y en presencia de ITP, se protege completamente la PEPCK purificada de la
inactivacion con concentraciones estequiométricas de DTNB; por otro lado IDP, Mrf* y
PEP 0,5 mM protegieron parcialmente laenzima. HCO3" y ATP no protegieron alaenzimade la
inactivacion con DTNB. Se estudio del efecto causado en la enzima por DTNB a ser
preincubada con concentraciones crecientes de PEP, en ausencia de DTNB. En la figura 18, se
puede observar que a preincubar la enzima con PEP, se produce una inactivacién notable y ella

es mayor y mas rgpida a medida que se aumenta la concentracién de PEP.

Latitulacion de la PEPCK de P. purpuratus con 50 veces exceso de DTNB, en ausenciay en
presencia de 2 % SDS, se muestra en la figura 19 (g, b). Se observa un nimero total de grupos
SH titulados en ambos casos, de aproximadamente 3 moles de SH modificados por mol de
enzima, sin embargo la velocidad de modificacion de las cisteinas de la enzima es diferente,
presentando una mayor velocidad de modificacion en ausencia de SDS que en presencia del
reactivo. Ello sugiere la existencia de grupos sulfhidrilos cuya reactividad depende del entorno en
gue se encuentra la proteina nativa. Al titular la enzima con 50 veces exceso de DTNB pero en
presencia del ligando Mrf*-IDP (Fig. 19, &), se visuadliza que solo fueron modificados
alrededor de 2,3 moles de SH por mol de enzima; ello sugiere la proteccion de un grupo SH por
mol de enzima, lo cual es consistente con los resultados obtenidos en las experiencias de

inactivacion con proteccion de los sustratos Mrf*-1DP (Fig.17).

La titulacion de la PEPCK de musculo aductor de P. purpuratus usando cantidades
estequiométricas de DTNB se observa en la figura 20. Se aprecia aproximadamente un 80 % de
pérdida en la actividad PEPCK cuando se han titulado aproximadamente 0,3 - 0,5 moles de SH
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Figura 16. Cinética deinactivacion de la PEPCK con diferentes concentraciones de DTNB.
Se determind la actividad PEPCK remanente de la enzima purificada, a ser preincubada a 30 °C
por tiempos variables con distintas concentraciones de DTNB. La concentracion de la enzima fue
de 3,4 uM en cada caso. Ausencia de DTNB (control)(5%); 1,17 uM DTNB (*); 2,6 uM DTNB
(?y 3,4uM DTNB (?). A los tiempos indicados se tomé una alicuota desde cada condicion, en
la que se determiné la actividad PEPCK remanente bajo condiciones de sustratos saturantes. La
actividad PEPCK  se expresd en %, respecto de la actividad a tiempo 0. Actividad PEPCK at, =
115U/ ml.

49



Actividad PEPCK Residual (%)
L4y
=]

Tiempo  (min)

Figura 17. Cinética de inactivacion de la PEPCK de P. purpuratus con DTNB en ausencia y
en presencia de sustratos. Cinética de inactivaciéon de la PEPCK de P. purpuratus con DTNB, a
30°C en ausencia(?) y en presenciade sustratos de laenzima. Actividad PEPCK at, = 1,15U/
ml. PEPCK = 3,5 uM; DTNB = 2,6 uM. Las concentraciones de los sustratos fueron: 0,5 mM
ITP (x); 2,24 mM MnCh-0,5 mM IDP (?); 0,5 mM GDP (= ); 0,5 mM IDP (®); 0,5 mM PEP
(*); 23mM MnCh (?); 05 mM ATP (X) y 5 mg/ml HCO;3 (¥%). Se procedio
experimentalmente como se describe en la figura 16. La linea punteada corresponde a enzima

incubada en el tiempo a 30 °C, en ausenciade DTNB vy sustratos.
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Figura 18. Cinética de inactivacion de la enzima PEPCK preincubada con diferentes
concentraciones de PEP. Efecto de concentraciones crecientes del sustrato PEP en la
inactivacion de la PEPCK por DTNB. Actividad PEPCK at, = 0,49 U/ml. PEPCK = 2 uM;
DTNB = 2 pM. Se determind la cinética de inactivacion por DTNB de la PEPCK de P.
purpuratus purificada, como se describe en la figura 16, a ser preincubada con concentraciones
crecientes de PEP. Temperatura de incubacion con DTNB de 30 °C. Se preincubd con PEP a las
siguientes concentraciones: 1 mM (?); 25 mM (?); 35mM (?); 5mM (?); 7 mM (?). Se sach
alicuotas de PEPCK de cada condicion por tiempos crecientes, para determinar actividad PEPCK

en presencia de sustratos saturantes de la enzima.
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Figura 19a. Titulacion de la PEPCK de P. purpuratus con DTNB. La titulacion de la PEPCK
de P. purpuratus se realizé con DTNB 50 veces en exceso. La enzima purificada (1,15 uM) fue
incubada a 30 °C en presencia de DTNB (61 puM), monitoreando en el tiempo la absorbancia a
412 nm. Se muestra en € gréfico e ndmero de moles de SH modificados por mol de monémero
de PEPCK. (?) Sin proteccién y (= ) en presencia de Mr?* 2,27 mM + IDP 0,4 mM. Se muestra

lectura de absorbancia a 412 nm, en € tiempo.
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Figura 19b. Titulacion de la PEPCK de P. purpuratus con DTNB en presencia de SDS.
Curva de titulacion de la PEPCK de P. purpuratus con DTNB 50 veces en exceso, en presencia
de 2 % SDS. La enzima (1,5 pM) se incub6 a 30 °C con DTNB (80 uM) en presencia de 2 %
SDS, midiendo absorbancia a 412 nm en e tiempo. La flecha indica aumento en la temperatura
de reaccion a 40 °C.
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Figura 20. Modificaciéon e inactivacion de la PEPCK purificada de P. purpuratus con
concentracion equimolar de DTNB. Laenzima (3,5 uM) fue mantenida a 30 °C en presencia de
DTNB (3,4 uM) en triplicado; luego de 35 min se agregd a la condicion control (ausencia de
IDP/Mrf*, ver flecha) DTNB en una proporcion final 2:1 respecto de la PEPCK. La razén molar
de DTNB con la enzima se muestra entre paréntesis. Actividad PEPCK remanente, en % ().

Titulacion estequiométrica en presencia(¢) y en ausencia (?) de Mrf*-IDP.

mol PEPCK

(@} mol SH/



por mol de enzima. Al agregar a la enzima modificada, un segundo mol de DTNB se produce la
liberacion de aproximadamente otro mol del anion MNB por mol de enzima modificada. Las
pendientes de las gréficas sugieren que € primer grupo SH se modifica a una mayor velocidad
que e segundo. De igua modo, € efecto de Mrf*-IDP en la inactivacion de la enzima con
concentraciones estequiométricas de DTNB se observa en la figura20. Se puede apreciar que se
libera 1 mol del anion MNB por mol de enzima modificada; la velocidad de liberacion del anion
fue menor que la velocidad de modificacion del primer grupo SH en ausencia de Mr?*-IDP, y es
similar a la velocidad del segundo mol liberado (en ausencia de Mrf*-1DP, el que protege al
grupo SH mas reactivo) obteniéndose un 100 % de pérdida de actividad PEPCK.

Para determinar la cinética de inactivacion con DTNB, se debio realizar la experienciaa 0 — 2 °C
para reducir la velocidad de reaccion y obtener condiciones de pseudo-primer orden. En la
figura 21 aparece la cinética de inactivacion obtenida con diferentes concentraciones de DTNB
(10 a 50 veces exceso) incubando en bafio de hielo/agua (0 - 2 °C) la PEPCK purificada. En esta
figura se puede apreciar que la cinética de la reaccion es de unafase 'y € orden de la reaccién es

de pseudo-primer orden (Fig. 21, inserto).
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Figura 21. Cinética de inactivacion de la PEPCK con DTNB a 0 °C. Se midio la cinética de
inactivacion de laPEPCK de P. purpuratus con DTNB, a0 °C con exceso de DTNB. Enzima =

2,15 uM (constante). 10 veces exceso DTNB (?); 20x exceso DTNB (?); 30x exceso DTNB
(?) y 50x exceso DTNB (¢). Se efectud la experiencia como se describe en la Fig. 16. Se

muestra logaritmo natural de la actividad PEPCK remanente, en e tiempo. Recuadro: gréfico

logaritmico de las constantes de inactivacion en funcion de la concentracion del agente
modificador.
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5. DISCUSION

Los mitilidos anaerobos facultativos que habitan la zona media del intermareal del litora
costero estan sometidos regularmente a marcadas fluctuaciones en las condiciones ambientales,
tales como carencia de oxigeno debido a la bgja de la marea, carencia de aimentos y
temperaturas extremas cuando estan en emersion (Newell, 1979). Es por elo que estos
organismos intermareal es han desarrollado respuestas fisiol6gicasy metabolicas que les permiten
responder a estos cambios en las condiciones ambientales. Entre las respuestas fisiolOgicas se ha
demostrado que muchos de estos invertebrados poseen capacidades variables de respiracion aérea
(Widdows y Schick, 1985; Zandee et al., 1986). En este trabajo se demuestra que P. purpuratus
posee una alta capacidad de respiracion aéreaa 15 °C luego de periodos cortos de emersion (2 h),
observandose gue la captacion de oxigeno aéreo alcanz6 aproximadamente a un 50 % de la
respiracion en inmersion (Tabla 1). En estudios posteriores en nuestro laboratorio ha podido
comprobarse que este animal disminuye su capacidad de respiracion aérea al aumentar la
temperatura de emersion o prolongarse la situacién de emersién por méas de 2 h, es decir,
disminuye con directa relacion a los riesgos de desecacion a los que se expone e animal
(Simpfendorfer et al., 1995); ello debido a que e organismo cierra sus valvas para evitar la
pérdida de agua. Dado el elevado grado de respiracion aérea, se corcluye en este trabajo que la
emersion (a 15 °C, por 2 h) constituiria para P. purpuratus una situacion de carencia parcia de
oxigeno,. Esta capacidad de respiracion aérea es alta s se compara con Mytilus edulis y Mytilus
galloprovincialis (Windows et d., 1979), especies que habitan zonas similares del intermareal.
M. chilensis, que habita la zona inferior del intermareal, alcanza una respiracién aérea que no
supera € 15 % de la respiracion en inmersion (Simpfendorfer et al., 1995). Todas estas especies
corresponden a anaerobos facultativos ya que poseen la ruta metabdlica anaerébica que forma

succinato (de Zwaan y Wijsman, 1976), y propionato como productos finales.

Se andiz6 la actividad en e tgido muscular de P. purpuratus de las enzimas que se
encuentran en e punto de bifurcacion glicolitica entre una condicion normdéxica versus hipoxica,
constituido por las enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y la piruvato kinasa (Fig. 1, a, b).

Se sometio igualmente ejemplares en €l laboratorio a condiciones experimentales de carencia de
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oxigeno, por tiempos crecientes, para analizar € comportamiento en el tiempo en la actividad

maximaen el tgjido, para ambas enzimas.

El estudio de las actividades especificas de la PK y de la PEPCK en @ misculo aductor de P.
purpuratus mostré que ambas enzimas presentaron un patron de respuesta tanto en hipoxia como
en anoxia. La actividad de la PK disminuy6 en € tiempo de carencia de oxigeno hasta un 30 %
de su actividad en € tgido (Fig. 3), lo cua es habitual en otros invertebrados anaerobos
facultativos (Carvaja et al., 1990; Holwerda et al., 1989). La enzima PK de estos organismos es
una enzima al ostérica regulada por fructosa-1,6-bisfosfato, alanina, ATP y la concentracion de H'
(Zandee et al., 1986). Estas caracteristicas, han sido corroboradas también para la PK de P.
purpuratus (Simpfendorfer et al., 1995; 1997, a). Por otra parte, la actividad maxima de PEPCK
en musculo aductor del bivalvo aument6 hasta un 150 % de su actividad después de 12 h de
anoxia parcia o total en € laboratorio (Fig. 3). Es factible que la activacion de la PEPCK en
anoxia se deba a una sobreexpresién de la enzima en € tegjido, a igua que en tegjidos
gluconeogénicos de vertebrados, donde la enzima esregulable anivel de transcripcion
cuando € organismo es sometido a ayuno prolongado (Watford, 1989; Watford et al., 1990;
Scott et al., 1998; Hanson, 1997).

Para determinar s la participacion en la bifurcacion del PEP, de las enzimas PK y PEPCK de
musculo aductor de P. purpuratus es activa 0 mas bien pasiva, se efectué un seguimiento de la
actividad enzimética en € tiempo en sobrenadantes proteicos musculares, de individuos
mantenidos en inmersion (aerobiosis, control), en emersion en el laboratorio (ipoxia) y en
inmersién con burbujeo constante de nitrogeno (anoxia). Se observd para ambas enzimas
patrones de respuesta en la actividad catalitica frente a las condiciones de carencia de oxigeno
estudiadas en € laboratorio: la PK mostré inhibicion sostenida en tiempos crecientes de hipoxia,
como se ha descrito para otros invertebrados marinos, mientras que la enzima PEPCK muscular
evidencié un claro aumento en su actividad catalitica luego de 12 h de hipoxia (actividad
expresada como concentracion en el tgjido y como actividad especifica), o cua podria ser
explicado como un aumento en la expresion de esta enzima bajo condiciones ambientales de
carencia de oxigeno. La PK ha mostrado igualmente dependencia de la temperatura en su
comportamiento de inhibicién luego de periodos de hipoxia (Via et al., 1992). Entre las
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respuestas metabdlicas, se ha observado que organismos que habitan esta zona poseen una
eficiente ruta anaerdbica que produce succinato y propionato como producto final (Fig. 1, ¢). Se
determiné a continuacion la utilizacion de la ruta metabdlica del succinato en P. purpuratus,
organismo intermareal que habita la zona media del litoral chileno, estudiando la acumulacion de
succinato en el tejido muscular del bivalvo, a ser expuesto a condiciones hipoxicas en €
laboratorio. Por otra parte, la operacion de laruta del succinato deberiatener relacion directa con
la capacidad fisiolégica de respiracion aérea. Estas dos estrategias aparecen como
complementarias en invertebrados intermareales ya que responden alternativamente a situaciones
carenciales de oxigeno producto de la baja marea en diferentes especies de invertebrados marinos
(Smpfendorfer et al., 1995).

Se estudié la aparicion del producto anaerdébico succinato en organismos mantenidos en las
tres condiciones experimentales descritas, para corroborar en P. purpuratus la utilizacion de esta
ruta anaerdbica bajo situaciones de estrés hipoxico. En anoxia total (burbujeo de N) hubo
formacién de succinato en el musculo, durante las primeras 12 h y luego se observo una
disminucion a 24 h (Fig. 4) ; esta disminucién en la acumulacion de succinato podria deberse ala
formacion de propionato a partir de éste, producto final anaerdbico que habitualmente aparece
después de prolongados periodos de anoxia en invertebrados anaerobos facultativos (de Vooys,
1987; Zurburg y Kluytmans, 1980). La aparicién de succinato en gemplares del bivalvo
mantenidos en hipoxia (emersion, 15 °C), ocurrio después de 6 h, a una menor velocidad de
produccién que bajo carencia total de oxigeno. Probablemente este organismo, a respirar en
forma aérea durante la emersion (Via et al., 1992) no requeriria en forma tan €ficiente de la
operacion de la ruta anaerdbica durante la emersion. Por ello en terreno, en su habitat naturd, la
respiracion aérea seria muy importante fisiol6gicamente y solo se utilizaria la via del succinato a
elevarse la temperatura aérea durante los meses egtivales (Via et al., 1992). En base a los
resultados anteriores se puede concluir que P. purpuratus recurre a la ruta metabdlica anaerébica
en la cual se acumula succinato como producto anaerdbico, y que este organismo presentaria
mecanismos moleculares de control de las enzimas de la bifurcacion metabodlica del PEP, PK y
PEPCK, que dirigirian €l flujo metabdlico glicolitico bajo condiciones de normoxia o hipoxia en
este invertebrado.
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Tanto la aparicién de succinato, la disminucién en la actividad de la PK muscular que fue
mayor en anoxia que en hipoxia, como a su vez la actividad de la PEPCK que aument en forma
similar luego de 12 a 24 h emersion 0 anoxia, sugeririan que la intensidad con que opera la via
anaerobica estaria determinada por otras actividades enzimaticas ademas de la PK o PEPCK.
Asimismo, la concentracion de succinato en € tegjido seria también determinada por otras

enzimas que lo utilizan como sustrato.

Laenzima PK de estos anaerobos facultativos ha sido extensamente estudiada (Munday et al.,
1980; Holwerda et al., 1989; Simpfendorfer et al., 1994; 1997, a, b), siendo similar en sus
caracteristicas regulatorias a la enzima tipo L de vertebrados. Ademés se ha evidenciado un
mecanismo de fosforilaciondefosforilacion de la enzima que seria la causante de su inactivacion
durante situaciones anodxicas (Carvgia et d., 1990; Storey, 1992). Esta fosforilacion estaria
mediada por una proteina quinasa dependiente de cGMP (Brooks y Storey, 1990). La PEPCK no
seria una enzima sujeta a regulacion por fosforilacion-defosforilacion. La PEPCK estaria ubicada
en un punto de bifurcacién metabdlica, y operaria en sentido inverso a la enzima de vertebrados
(Rohrer et al., 1986). La activacion de la PEPCK observada en sobrenadantes de extracto
muscular durante situaciones hipoxicas, no ha sido descrita previamente en organismos
anaerobos facultativos, marinos o terrestres. Este aumento en la actividad PEPCK podria deberse
a la presencia de un modulador de la actividad presente en el extracto muscular, o bien a un

aumento en la cantidad de enzima producto de una sobre-expresion durante la anoxia.

En este trabajo se purificd a homogeneidad electroforética la PEPCK de misculo aductor de
P. purpuratus con €l fin de caracterizar aspectos cinéticos, estructurales y funcionales de esta
enzima que permitan una mayor comprension de su participacion en el metabolismo anaerébico
en un invertebrado marino habitante de la zona intermareal del litoral costero de Chile. La enzima
fue obtenida de musculo de organismos previamente mantenidos en el laboratorio en aerobiosis y
anoxia (emersion durante 12 h), no observandose diferencias del rendimiento en la ruta de
purificacion, como tampoco en las caracteristicas cinéticas y estructurales en la PEPCK  obtenida

de organismos mantenidos previamente en ambas condiciones.

60



La PEPCK citoplasmética de musculo aductor de P. purpuratus fue purificada a
homogeneidad €electroforética, con un 28 % de rendimiento y 252 veces de purificacion,
obteniéndose una actividad especifica final de 13 U/mg de proteina, desde tejido de organismos
previamente mantenidos 12 h en emersién. En preparaciones purificadas practicamente a
homogeneidad el ectroforética en otros |aboratorios la PEPCK obtenida de tegjidos de animales en
inmersién, ha sido purificada con un 27 % de rendimiento y una actividad especifica de 9 U/mg
(Harlocker et al., 1991). Laruta de purificacion en el presente trabajo consté de solo 3 etapasy la
PEPCK purificada desde € bivalvo mostré una alta estabilidad en el tiempo luego de su
purificacion, comparada con otras PEPCK's de tejidos de organismos superiores, las que son muy
l&biles a la oxidacion (Rojas et al., 1991). La PEPCK de P. purpuratus mantuvo su actividad
catalitica varios meses al ser guardada a -70 °C y durante a menos 6 dias a 4 °C. La presencia
de glicerol a 8 % en la preparacion fina enzimatica resultd ser indispensable ya que en su
ausencia, la enzima perdi6 répidamente su actividad (datos no presentados). Sin embargo, no fue
necesario desairear las soluciones utilizadas durante la purificacion de la PEPCK del bivalvo, ni
de la solucién final almacenada, como ha sido € caso para la PEPCK de higado de pollo y de

rata.

El tamafio molecular de la enzima nativa se determind por cromatografia de filtracion en gdl,
obteniéndose un tamafio molecular de 85-90 kDa. Esta cromatografia se efectud en presencia de
sal para impedir interacciones inespecificas potenciales de la enzima. Por electroforesis en geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturantes y reductoras se obtuvo para la PEPCK purificada
un tamafo relativo de 74 kDa. Con estos resultados, se puede concluir que la PEPCK de musculo
aductor de P. purpuratus se encuentra en la célula muscular como mondmero. El tamafio
molecular de 74 kDa obtenido para la PEPCK de P. purpuratus es similar al de PEPCKs de
vertebrados (Ballard y Hanson, 1969; Colombo et al., 1978; Noce y Utter, 1975; Hebda y
Nowak, 1982, b; Rohrer et al., 1986) y también a la enzima de otros moluscos bivalvos como
Modiolus demissus (Harlocker et al., 1991).

Al redlizar estudios cinéticos en la PEPCK de P. purpuratus purificada se determind que la
Km para IDP y GDP es similar a los vaores informados para otras PEPCKs de invertebrados
(Harlocker et al., 1991), con una Km para GDP menor que para IDP. EI ADP no fue reconocido
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como sustrato, como es el caso para todas las PEPCK's anteriormente descritas en eucariontes
superiores. las enzimas de vertebrados e invertebrados que utilizan GDP e IDP (GTP/ITP) no
reconocen ADP (ATP). La Km de HCO3 a pH 7,0, con concentraciones de los demés sustratos
de 25 mM de PEPy de 0,2 mM delIDP (2,25 mM MnCh), fue de 2,4 mM. Este valor es bgo
s es comparado con la Km de PEPCKs gluconeogénicas de vertebrados, cuyo valor es de
alrededor de 20 mM (Utter y Kolembrander, 1972). Este valor de 2,4 mM es similar al valor
obtenido para la Km de HCO3™ de PEPCK's de helmintos anaerdbicos facultativos que poseen la
ruta metabdlica del succinato (Rohrer et al., 1986), y algo superior a valor de Km de bicarbonato
observado parala PEPCK de parasitos como T. cruz (Urbina et al., 1993).

Al comparar los valores de Km de la PEPCK de P. purpuratus con respecto a las PEPCKs de
mamiferos, se puede concluir que todos los valores son muy similares, excepto la Km de HCOg,
la cua es 8-10 veces menor en € invertebrado que en vertebrados (Hebda y Nowak, 1982, b). El
grado de afinidad para HCO;3; en la PEPCK de invertebrado marino no dilucida cud es la
funcion metabdlica de la enzima, como tampoco s opera bajo condiciones fisioldgicas en €l
tgiido en un sentido u otro, pero si permite sugerir que la enzima seria més eficiente en la

direccion de formacion de OAA que en vertebrados.

La PEPCK mostré una actividad méxima a pH levemente acido en muasculo aductor de P.
purpuratus. Este hecho es comln en otros invertebrados estudiados, como también en
vertebrados y levaduras (Cardemil et al., 1990). La PEPCK de P. purpuratus en la reaccién de
carboxilacion del PEP, presentd un méximo de actividad cataliticaa pH 6,6 — 6,7, valor que es
similar a pH obtenido en la enzima de epimastigotes de Trypanosoma cruz (Urbina, 1987) e
idéntico al pH optimo de la PEPCK de Modiolus demissus (Harlocker et al., 1991) y de Mytilus
edulis (de Zwaan y de Bont, 1975). Este resultado incidiria, en conjunto con una menor actividad
de PK a bagar €l pH, que durante acidosis por hipoxia, la PEPCK tendria una actividad relativa
muy superior ala actividad PK en €l tgido (Hochachka y Mustafa, 1972; Simpfendorfer et al.,
1994).

Al estudiar el efecto de diferentes metales bivalentes, se observd que se requiere en forma

absoluta la presencia de un metal bivalente para la actividad PEPCK, a igua que en otras
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PEPCKs. La PEPCK de P. purpuratus presentd con Co?* la mayor actividad catalitica, a
concentraciones de metal de alrededor de 2 mM (con concentraciones saturantes de PEP, IDP y
HCO5"). La actividad méxima a canzada fue menor en presencia de Mrf* y Zrf*y con M¢f* se
obtuvo € menor grado de activacion. En otros anaerobos facultativos la situacién es algo
diferente: el Co®* activa solo parciamente la PEPCK de Ascaris suum (Rohrer et al., 1986),
mientrasque el Zr?* es un activador efectivo de la PEPCK de msculo aductor de Mytilus edulis
(de Zwaan y de Bont, 1975). El Md¢f* activa sdlo parciamente |la PEPCK de P. purpuratus lo
cua difiere de lo observado en otras PEPCKs (Urbina et al., 1993). En musculo aductor de
Mytilus edulis (de Zwaan y de Bont, 1975), el M¢f* solo, también activa la enzima como en €
caso de P. purpuratus aunque €llo no representa una situacion general, pués la PEPCK de tgjido
muscular de ostra no es activada por |la presencia exclusiva de este metal (Mustafa y Hochachka,
1973, a, b).

Al estudiar lainhibicion por ITP de la PEPCK purificada, € nucléotido, present un patron de
inhibicion mixto con respecto del sustrato PEP. Este resultado difiere de lo obtenido para la
PEPCK de mamiferos (Utter y Kolenbrander, 1972) y de otros bivalvos que muestran una
inhibicion de tipo competitiva con ITP; por otra parte, la inhibicién de ATP con respecto a PEP
en Modiolus demissus, bivalvo anaerobo, es de tipo mixta (Harlocker et al., 1991). No se conoce
el impacto en la actividad PEPCK de la concentracion de nuclettidos trifosforilados en tejidos de
invertebrados, debido a que bajo condiciones fisiologicas, sus niveles de concentracion no son
conocidos en estos invertebrados marinos. Es por ello que no es posible inferir e efecto
metabdlico de la concentracion de ITP, GTP o ATP en su accién sobre la PEPCK muscular deP.
purpuratus. En estudios preliminares se ha encontrado en tejido muscular de P. purpuratus una
concentracion de ATP de aproximadamente 4 mM (Oelckers et al., en preparacion), la que podria
gercer un efecto inhibitorio sobre la PEPCK en este tgjido. Tampoco son conocidas posibles
fluctuaciones en la concentracion de estos nucledtidos, que permitan proponer una regulacion
activa in vivo que desencadene diferentes destinos metabdlicos para el PEP, bajo condiciones

ambientales o ecofisiol 6gicas.



En trabajos preliminares en PEPCK de invertebrados marinos anerébicos facultativos (con
preparaciones de PEPCK parciamente purificadas) se habia sugerido que aanina es un
modulador de la actividad PEPCK, revirtiendo la inhibicién de la enzima causada por ITP (de
Zwaan y de Bont, 1975). Sin embargo, aanina hasta una concentracion de 5 mM no afect6 e
grado de inhibicién de la PEPCK por ITP, y tampoco afect6 directamente la actividad de la
enzima purificada (Vial et al., 1995). Cabe sefialar que el aspartato, sugerido como sustrato
anaerébico fermentativo aternativo a la glucosa (Zandee et al., 1986), como tampoco €l
succinato (intermediario anaerdbico), mostraron algun efecto sobre la actividad PEPCK de P.

purpuratus bajo las condiciones experimental es analizadas en este trabajo.

La PEPCK de musculo aductor de P. purpuratus requiere durante su purificacion y
almacenaje, para mantener su actividad catalitica, y a igual que otras PEPCKSs, de un reactivo
reductor de grupos SH. Sin embargo, debido a la mayor estabilidad en solucién de la enzima
purificada (a4 - 5 °C) y por € hecho de no requerir € desaireado de las soluciones durante la
purificacion, como es € caso de PEPCK de vertebrados, la enzima del bivalvo también muestra
diferencias. Se ha descrito que la mayoria de las PEPCKs son sensibles a la inhibicion por
agentes modificadores de los grupos sulfhidrilos, 10 que sugiere que este grupo funcional es
importante para la actividad catalitica (Lewis et al., 1989; Carlson et al., 1978; Makinen y
Nowak, 1989; Lewis et al., 1993). En este trabgjo, se estudié la presencia de grupos sulfhidrilos
reactivos, para aportar al conocimiento en forma comparativa respecto de lo observado en
PEPCK's de organismos filogenéticamente muy distantes, y de comprender e mayor grado de
estabilidad frente a oxidacion que presentd la enzima del bivalvo. El nimero total de cisteinas
reactivas también aportaria informacion a andlisis comparativo de la estructura (primaria y
terciaria) de esta proteina.

El presente trabajo aporta evidencias de la presencia de un grupo SH muy reactivo en € sitio
de union del sustrato en la PEPCK de P. purpuratus; la modificacion de este SH con DTNB
inactivd a la enzima. Diferentes sustratos de la enzima proporcionan diversos grados de
proteccion contra la modificacion por DTNB. Los sustratos ITP e IDP-M " proporcionan una

mejor proteccion contra la inactivacion de la enzima por DTNB. En cambio e PEP 0,5 mM



protegio solo parcidmente a la enzima de esta inactivacion (Fig. 17). Este resultado indicaria
gue € grupo tiol que es rapidamente modificado con concentraciones equimolares de DTNB se
encontraria en o cerca dd sitio activo de la enzima, lugar donde se unen los sustratos. Respecto
del efecto del PEP como sustrato protector frente al DTNB, se observé un efecto opuesto, debido
a que la enzima fue mas l&bil a la inactivacion por € agente modificador, en funcién de
concentraciones crecientes de PEP. Este efecto del sustrato fue repetitivo y reproducible, y

sugiere una labilizacion de la enzima frente a DTNB, en presencia de PEP.

La PEPCK citosdlica de higado de rata posee 13 cisteinas, de las cuales hay un par de
cisteinas vecinas que son protegidas por sustratos frente a la accién del DTNB (Lewis et al.,
1993). Los experimentos de titulacion de la enzima del mitilido marino con exceso de DTNB
sefidlan la presencia de tres grupos SH reactivos por mol de enzima, tanto en presencia como en
ausencia de SDS (Fig. 19, a, b). La velocidad de reaccion de liberacién del anion MNB fue
mayor en ausencia que en presenciadel detergente denaturante, lo cual sugiere que la reactividad
de uno o més de los grupos SH reactivos requiere de la mantencion de un microambiente
especifico. Al realizar los experimentos de titulacion con exceso de DTNB (monitoreando la
aparicion del anion MNB a 412 nm) en presencia del sustrato IDP-Mr?*, se titularon sélo 2
grupos SH por mol de enzima, lo cua sugiere proteccion de un grupo SH en presencia de IDP-
Mrf*. Aparentemente, este serfa el sulfhidrilo més reactivo probablemente ubicado en € sitio de
unién del nucledtido, y su modificacion provoca la inactivacion de la enzima. Las experiencias de
titulacion de la enzima con cantidades estequiométricas de DTNB aportaron mayor evidencia a
esta observacién. En experiencias sin proteccién se detectd la presencia de un grupo SH reactivo;
pero a efectuar |la experiencia en presencia de IDP-Mr?* |a velocidad de reaccién del grupo SH
disminuyé haciéndose similar a la velocidad de reaccién del segundo SH titulado en las

experiencias sin proteccion.

Los estudios cinéticos de la reaccion de inactivacion realizados a 0 °C mostraron una cinética
monofasica de orden 1 con respecto a la enzima. Todos estos resultados aportan evidencias en
favor de que & grupo SH més reactivo seria el residuo relevante para la actividad enzimatica en

el sitio activo de la PEPCK. Grupos sulfhidrilos reactivos en PEPCKs serian una caracteristica
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comun de estas enzimas, ya que han sido detectados en varias PEPCKs monomeéricas
dependientes de GTP/ITP (Lewis et al., 1989). Sin embargo, existen diferencias entre ellas. La
enzima de higado de pollo posee un SH reactivo funcional cerca pero no en € del sitio de union
de sustratos (Makinen et al., 1989). La enzima de higado de rata contiene 3 pares de ditioles
reactivos (Carlson et d., 1978) y la PEPCK tetramérica de levadura, dependiente de ATP,
contiene tanto monotioles reactivos y ditioles vecinos cerca del sitio de union de sustratos
(Cardemil et al., 1990). La PEPCK GTP dependiente monomeérica de P. purpuratus descrita en

este trabgjo, poseeria un monotiol en € sitio de unién del nucledtido.

De acuerdo alos resultados obtenidos en e presente trabajo, se puede concluir lo siguiente:

- El invertebrado marino P. purpuratus presentdé mecanismos bioquimicos regulatorios en
respuesta a condiciones experimentales de carencia de oxigeno. Mostré un elevado grado
de respiracion aérea, y un patron de respuesta de las enzimas PK y PEPCK en tgido
muscular, que daria cuenta de mecanismos activos de adaptacion metabdlica a las
condiciones ambientales.

- Se observé que este organismo presenta elevada respiracion aérea, estrategia fisiologica
gue le permitiria en su habitat regular la utilizacion de su metabolismo anaerdbico
dependiendo de su entorno.

- Seestablecié que P. purpuratus utiliza la ruta anaerdbica del succinato, en respuesta al
grado de disponibilidad de oxigeno.

- Laenzima PEPCK de musculo aductor de P. purpuratus fue purificada a homogeneidad
electroforética. Esta enzima presentd parametros cinéticos similares a los observados en
invertebrados anaerobos facultativos, como moluscos y parasitos como helmintos y
especies de Trypanosoma, que sustentan un flujo degradativo méas que biosintético a
través de estaenzima.

- Laenzimaseinactivo en presenciade DTNB y latitulacion de la enzima nativa sugirio la
presencia de 3 cisteinas reactivas por mol de enzima. Este nimero es inferior a

determinado para PEPCK gluconeogénicas de vertebrados. Sin embargo, la PEPCK del
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bivalvo presentd, al igual que PEPCK de vertebrados superiores, un gupo tiol en € sitio
de unién del nucledtido, € que participaria en la catdlisis de la enzima.

- Los resultados obtenidos en € presente trabgo concuerdan para la enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) con el propuesto rol de puerta de acceso

metabdlico a vias anaerdbicas como la del succinato-propionato.

Este trabajo ha pretendido contribuir a conocimiento de las capacidades metabdlicas de
adaptacion ambiental en un organismo, que debido a su hébitat se encuentra expuesto
permanentemente a fluctuaciones en factores abidticos y bidticos. Entre las proyecciones del
presente trabgjo, resulta de gran interés conocer los mecanismos bioquimicos de control
metabdlico, que en parte constituyen un modelo de |o que sucede en organismos superiores. Seria
muy interesante comprender 10os mecanismos moleculares que controlan la expresién génica de la
PEPCK, desde un punto de vista de la bioquimica comparada, como de |os mecanismos alin no
descritos de control de la expresion de esta enzima en invertebrados. |gualmente resulta de interés
caracterizar méas en detalle la estructura de esta enzima pues, hasta donde sabemos, no se conoce
la estructura tridimensional de alguna PEPCK GDP-dependiente de algin invertebrado marino.
Cristalizar esta enzima seria un gran desafio futuro, debido a su muy superior estabilidad frente a
la purificacion, respecto de las formas de enzima de vertebrados. Esta érea experimenta tiene
promisorios alcances, y solo recientemente se ha caracterizado la estructura tridimensional de la
PEPCK proveniente de un parasito (Trapani et al., 2001), como también de una PEPCK humana
(Dunten et al., 2002). Finamente, este organismo podria constituir un modelo de estudio de los
mecanismos moleculares respecto de situaciones fisiopatoldgicas en organisSmos superiores,

como las patologias metabdlicas en las cuaes esta enzima podria tener un activo rol.
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