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INTRODUCCION

Acido graso sintetasa.

Recibe el nombre de 4cido graso sintetasa el complejo
enzimitico que cataliza la biosintesis “de novo” de 4cidos
grasos a partir de malonil-CoA, acetil-CoA y un agente
reductor. La estequiometria global de la sintesis (Porter
et al., 1957), de acido palmitico es:

CH;-CO-SCoA + 7HOOC-CH;-CO-SCoA + 14H* ~
~ CHy(CH»,-COOH + 7 CO; + 14 NADP*

+ 8 CoASH + 6 H,0 (Porter y col., 1957).

Reaccidn que transcurre con arreglo a mecahismos anélo-
gos en sistemas enzimiticos de diferentes materiales bio-
togicos (Lynen, 1961; Porter et al., 1971), existiendo sin
embargo diferencias esenciales en cuanto a la estructura
macromolecular y a la organizacién de las actividades
enziméticas del conjunto e refiere. Atendiendo a estas
diferencias, los sistemas enziméticos 4cido graso sintetasa
se han clasificado en dos grandes grupos:

A.cido graso sintetasa tipo I, o complejos multienziméticos.
En organismos como S. cerevisiae (Lynen, 1961 y 1967;
Carey et al., 1970), aves (Hsu et al., 1965 y 1970a; Yang
et al,, 1967), mamiferos (Burton et al., 1968; Smith y etal.,
1970; Larrabee et al., 1965) y en algunos microorganismos
como M. smegmatis (Brinley et al,, 1970) o C. diphteriae
(Knoche et al., 1973) la enzima ha sido aislada como un
complejo multienzimitico que lleva a cabo el proceso
global de¢ biosintesis de 4cidos grasos. Estos sistemas
enzimdticos presentan distintas caracteristicas en cuanto
a rcquerimientos de sustratos, especificidnd de colactores,
aspectos estructurales, ctc. segun los diferentes origenes.

Acido graso ‘sintetasa tipo 1I, o sistemas (icilmente diso-
ciables. De mancra diferente a como sucede en los casos
anteriores, cuando se trata de vegetales como mesocarpo

de aguacate (Vagcelos et al., 1966), cloroplastos de lechuga
(Overath et al., 1964) y espinacas (Brooks et al.,, 1966) o
de bacterias como E. coli (Simoni et al., 1967; Saito et al.,
1980), C. kluyveri (1Huang et al., 1971) y B. subtilis (Majerus
et al.,, 1964) el sistema se obtiene como un conjunto de
proteinas no asociadas fuertemente, en el que cada una
de ellas cataliza alguna de las correspondientes reacciones
individuales del proceso. (Hendren ct al., 1980). En todos
los casos, estos sistemas utilizan NADH y NADPH como
agentes reductores, siendo diferente el esquema de los
4cidos grasos biosintetizados en funcién de la entidad
bioldgica correspondiente.

Dentro del esquema de biosintesis de dcidos grasos hay
que destacar el papel central de la proteina transportadora
de grupos acilo (ACP). Dicha proteina ha sido identificada
y ampliamente caracterizada en los sistemas enziniiticos
tipo 11, tenicndo como caracteristicas mas significativas
su bajo peso molecular, su abundancia en residuos 4cidos
y la presencia de 4’-fosfopanteteina, cuyo resto -SH final
se une a los grupos acilo a través de un enlace tioester y
actia como receptor en la transacilacion dc grupos acético
y maldnico (Vanamau et al., 1968; Overath et al., 1964;
Simoni et al,, 1967).

Los intentos realizados para el aislamicnto de la ACP de
los complcjos multienzimaticos no han dado resultados
totalmente satisfactorios. D¢ S. cerevisiae (Qureshi et al.,
1974 y 1976) sc ha aislado una proteina capaz de accptar
grupos acctilo y malonilo a partir de acctil-CoA y malonil-
CoA, en presencia de una transacilasa. Esta ACP posce
B-alanina, lo quc parece indicar la cxistencia del grupo
de 4'-fosfopantctcina; su peso molecular 9100 ¢s similar
al de E. coli (9750).

El mecanismo dc las reacciones de biosintesis-de 4cidos
grasos, semcjante en las diversas especics estudiadas, ha
sido ampliamente descrito por Lyncn cn S. cerevisiae
(Lynen, 1961 v 1967) y por Porter cn higado dc pichén
(Porter ct al., 1971). '

.



"Lyncn (Lynen, 1961) ha identificado la cxistencia de dos
tipos diferentes de grupos.sulhidrilo, uno pertenecicnte
a la d"-fosfopanteteina, que denomina grupo central (C),
y otro periférico, pertencciente @ un residuo de cisteina
(P), a los quc sc une acético v maldnico respectivamente.
El grupo tidlico de 1a 4*-fosfopantcleina estaria situado cn
-cl centro del complejo formado por Tas subunidades enzi-
miticas: activas. Los restos acilo que permanceen unidos
covalentemente a cste grupo van sicndo modificados
succsivamente por los diferentes centros cataliticos.

Estudios postcriores, Hevados a cabo sobre los puntos de
enlace de'los restos acctilo y malonilo 2n las cadenas

" de 4cido graso sintctasa de S. cerevisiae scialan dos tipos
de localizaciones, uno tidlica y otro no tidlica (Schwcizer
et al., 1970a; Lngeser, 1977). El grupo acctilo se wniria
a tres localizaciones caracterizadas quimicamente como
dos grupos tidlicos diferentes (A; y By) y un grupo hidro-
xilico (B)); cl grupo malonilo sélo s¢ une a dos localiza-
ciones (A; y B)).

En higado de pichdn, Porter (Porter et al., 1971) propone
un mecanismo’ similar al descrito por Lynen, en el que
ademds hace una serie de considcraciones conformaciona-
les con las que trata de explicar dichc mecanismo de
biosintesis. Las tres localizaciones han sido identificadas
como dos grupos lidlicos -pertenecientes a una cisteina
de la enzima condensantc y a la 4’-foslopanteteina (Ches-
terton et al., 1968; Phillips et al., 1970)- y el grupo hidro-
Xilico de una serina (Ziegenhorn et al., 1972).

La importancia de los grupos -SH dentro del’ complejo
dcido graso sintetasa se pone de manifiesto en el trata-
miento con indoacetamida, que lleva a la completa desa-
paricion de la actividad enzimatica por pérdida de la acti-
vidad condensante (Oesterhelt et al., 1977; Kresze et al.,
1977), siendo el grupo tidlico periférico mas sensible a la
iodoacetamida que el grupo tidtico central. Este grupo,
periférico identificado como un residuo de cisteina, estd
presumiblemente implicado en fa catélisis de la reaccién
de condensacion. Dado que el mecanismo quimico para
Ia sintesis de dcidos grasos no parcce presentar difcrencias
escnciales en los organismos estudiados (Linn et al., 1980),
la diferencia fundamental entre los dos tipos de sistemas
enzimaticos dcido graso sintetasa estriba en la estructura
macromolecular y en la organizacién de las actividades
del conjunto.

La organizacién del complcjo multienzimatico constituye
un aspecto de especial controversia: el conjunto puede
cstar formado por enzimas individuales, polipéplidos
unidos por intcracciones no covilentes con ACP formanda
un complejo multicnzimitico. Esta cstructura se describe
en S. cerevisiae (Lynen, 1961). higado de pichon (Yang et
al., 1967), ¢ higado de pollo (Bratcher cf al., 1976), en los

que sc detectd la presencia de varias cadenas polipepti-.

dicas de bajo peso molecular.

8-~

Sc proponce, por otro lado, una cstructura formada po,
dos cadenas polipeptidicas multifuncionales, bicn idéy.
ticas ¥ poscedoras ambas de todos los centros cataliticoy,
o funcionalmente independientes, de igual o similar pey,,
molecular, contenicndo cada una de cllas varias de 1y,
actividades parciales del complejo. Bn M. smegmay,
(Whitc, 1978) y en glandula mamaria de rata (Smith etal
1979), s¢ ha descrito un compicjo formado por dos cadenay
polipeptidicas polifuncionales idénticas. (Poulose et af,
1980). Igualmentce se propone un modclo simifar en eritro-
citos de pichon (Jenik ctal,, 1981). Un modeclo para la dcidyg
graso sintctasa de S. cerevisiae fuc postulado por Lynen
en 1967. Ll complcjo estaria formado por un agregado de
sicte componentes monofuncionales, de pcso moleculyg
110 000 prescntes cada uno de cllos en mis de una copiy,
pensindose en una estructura a base de tres conjuntos
funcionalmente idénticos, de peso molecular 700 000, ya
que se habia obscrvado la presencia de tres moles de
4’-fosfopanteteina por mol de cnzima.

Un nuevo modclo surgi6 para la 4cido graso sintetasa de
8. cerevisiae basado en cl andlisis genético de auxédtrofos
de 4cidos grasos llevado a cabo por Schweizer etal. (1970h,
1971 y 1978) que muestra que ¢l complejo esta codificado
por dos loci no unidos entre si en el genoma y designados
como fas | y fas 2. Cada uno dc estos genes policistrénicos
codificaria para un conjunto de funciones secuencialcs
cuya suma constituye la catilisis del complcjo; por tanto,
la 4cido graso sintetasa de S. cerevisiae estaria formada
por multiples copias de solo dos polipéptidos multifun.
cionales.

El tratamiento del complejo de S. cerevisiae con 3, 4, 5, 6-
anhidrido tetrahidrofolico, seguido de cromatografia en
DEAE-biogel, ha permitido a Stoops et al. (1978a) In
separacion dct complejo en dos subunidades funcional y
estructuralmente distintas. Las dos subunidades estin
presentés en igual proporcién y sus pesos moleculares han
sidoestimados en 210 000 y 200 000. Sc ha propuesto un
modelo (Stoops ¢t al., 1978b) para 1a 4cido graso cintctasa
de §. cerevisiae, a base dc una estructura de conjuntos de
tetrAmeros y héxameros, dependiendo Ja aciividad cnzi-
médtica del grado de agregacién.

La disociacian del complejo de S. cerevisiae con anhidrido
dimetilmalcico, conduce también a la separacién en dos
subunidades de difercnte composicion en aminoacidos.
La subunidad B posec las actividades de ma'onil, paimitoil
y acetil transfcrasa, enoil reductasa y dehidrasa; la subv-
nidad A posce fas actividades de B-cctoacil sintetass ¥
B-cctoacil reductasa (Wicland etal., 1979). Sc proponc um
estructura macromoleculas de AgBe. (Stoops ct al., 1950

La dcido graso sintctasa de higado de pichon (Kumaf ct
al., 1970), rata (Burton ct al., 1968) y pollo (1lsu ct %
1970b) no sc ha logrado scparar cn subunidades activa®
aungue sc ha cnnséguido disociar ¢l complejo, con pérdni
de Ta actividad total, en dos subcomplejos de peso moleet!
lar mitad. Los subcomplcjos catalizan todas las reaccion®®



parciales del complcjo intacto, excepto la reaccién ée
condensacion, Estas subunidades parccen no scr idénticas,
ya que s6lo sc ha cncontrado un mol de 4'-fosfopanteteina
por mol dc complcjo sin disociar, pudicndo ser subcom-
plcjos id@n(icus en tamaiio molccutar, pero difcrentes en

carga.

I}l complcjo multicnzimético dc.hl'gndo dc pichén se ha
conscguido scparar cn dos formas apo y holo cnzima. La
scparacién sc ha rcalizado por cromatografia de afinidad
cn Scpharosa-c-aminocaproil panteteina (Qureshi ct al,,
1975a; Kim ct al,, 1977). La difcrencia entre cstas dos
cnzimas es la presencia o ia de 4’-fosfopantetei
Debido a la auscncia de este grupo la icido graso sintetasa
picrde la facultad de sintetizar Acidos grasos, al no poseer
actividad condensante,

Del mismo modo, Qureshi et al. (1975b) separan el com-
plejo multienzimético de higado de pichén en una forma
apo y dos formas holo (holo a y holo b). La forma holo a
(defosforilada).presenta una elevada actividad especifica
y la forma holo b (fosforilada), una baja actividad. La forma
apo, sin 4’-fosfopanteteina, es inactiva para la sintesis de
4cidos grasos. El mecanismo de regulacién de la actividad
podria tener lugar por modificacion covalente del com-
plejo en un equilibrio, fosforilacién-defosforilacion.

La accion de reactivos que actuan modificando ciertos
residuos de la proteina, ha sido estudiada por Porter et al.
(1979) y ha permitido la separaciéon por cromatografia de
intercambio idnico de las dos subunidades del complejo
de higado de pich6n. Lornitzo et al. (1974 y 1975) han
separado el complejo multienzimético de higado de pichén
en dos subunidades por cromatografia de afinidad en
Sepharosa-e-aminocaproil-panteteina. La subunidad I,
-reductasa-contiene las actividades de B-cetaacil y enoil
reductasa y la subunidad Il-transacilasa- las de acetil y
malonil-transacil Ambas subunidades p las acti-
vidades parciales de deshidratasa y desacilasa. La inhibicion
de varias de estas actividades cataliticas ha sido estudiada

como cfecto de lainteraccién antigeno-anticucrpo (Katigar
ct al., 1980).

.

Acido graso sintetasa de Ceratitis capitata.

El punto de particta de esta investigacién ha sido ¢l con-
junto de trabajos sobre cl mctabolismo del insccto Ceratitis
capitata (%) y, cn particular sobre cl aislamicnto, purifica-
cion de caracteristicas estructurales y funcionales del com-
plejo multicnzimtico dcido graso sintetasa de dicho insccto
(Municio ct al., 1977).

La actividad de 4cido graso sintctasa a lo largo del dcsarrollo
del insecto muestra un miximo en ¢l tereer estadio del
desarrollo larvario, para descender a continuacion progre-
sivamente hasta anularsé en la apolisis larva-pupa y
durante todo el estado de adulto farato. Después de la
emergencia del insccto adulto, reaparece la actividad
enzimitica, que aumenta hasta alcanzar un valor dcl 40%
del maximo exhibido por la larva de cinco dias de edad
(Lizarbe et al., 1977). La carencia de actividad enzimitica
en el estado de adulto farato viene justificada por la ausen-
cia de niveles de la enzima en dicho estado. Sin embargo,
las diferencias de actividad en los estados de larva y adulto,
no son el reflejo de diferencias en el contenido de enzima,
por lo que deben interpretarse en orden a la prescncia de
mecanismos especiales de regulacion (Relafio, 1978).

Estos resultados condujeron al aislamiento del sistema
enzimético. El sistema enzimético icido graso sintetasa
aislado a partir de larvas de 5-6 dias de dcsarrollo se
comporta, al igual que en aves y mamiferos como un
complejo multienzimatico. A partir de acetil-CoA y
malonil-CoA el principal 4cido graso sintetizado es el
4cido palmitico, siguiéndole en importancia los Acidos
l4urico y miristico todos cllos en su forma libre. Para
su actuacién requiere como nucleétido reducido NADPH,
siendo la actividad muy baja en presencia de NADH. En

* Municio, A. M., Odriozola, J. M., Pifieiro, A y Ribera, A. (1971) Biochim. Biophys. Acta 248, 212.; Municio, A. M.

Odriozola, J. M. y Ribera, A. (1972) Biochim. Biophys. Acta 280, 248.; Municio, A. M., Odriozola, J. M., Piiiciro, A. y
Ribera, A. (1973) Insect. Biochem. 3, 19.; Municio, A. M., Odriozola, J. M., Pércz-Albarsanz, M. A., Ramos, J. A, ¥
Relafio, E. (1974) Insect. Biochem. 4, 401.; Municio, A. M., Odriozola, J. M., Pérez-Albarsanz, M. A. y Ramos, J. A.
(1974) Biochim. Biophys. Acta 360. 289. Municio, A. M., Lizarbe, M. A, Rclafio, F. y Ramos, J. A. (1977) Biochim. Biophys
Acta 487, 175; Lizarbe M. A., Municio, A. M., Ramos, }. A,, Relafio, C. (1977) Insect. Biochem. 1, 415.; Gavilanes, J. G.,
Lizarbe, M. A., Municio, A. M. y Onadcrra, M. (1978). Biochem. Biophys. Res. Commun 83 998.; Gavilancs, J. G., Lizarbe,
M. A., Municio, A. M., Ramos, J. A. y Relaio E. (1979) J. Biol. Chem. 254, 4015.; Lizarbe, M. A., Megias, A., Municio,
A. M. y Ollcros T. (1980) Comp. Biachem. Physiol. 65 637. HISTONAS [Franco, L., Montcro, F., Navict, J., Perera, J. y Rojo,
C. (1974) Eur. J. Biochem. 48, 53; Franco, L., Montcro, F. y Rodripucz-Molina, J. J. (1977) FEBS Len. 78, 317; [FFranco,
L., Nicto-Sandoval, R. M. y Perera, ). (1979) Insect. Biochem, 9, 3], Barhero, J. L., Franco, L., Montero, F. y Morin, F.
(1980) Biochemistry 19, 4080. CITOCROMO c {Ferndandcz-Sousa, J. M. Gavilancs, J. G., Municio, A. M. Parcdes, J. A., Pércz-
Aranda, A. y Rodrigucz, R. (1975) Biochim. Biophys. Acia 393, 358), LISOZIMA [Fcrnandez-Sousa, J. M., Gavilanes, J. G,,
Municio, A. M., Pérez-Aranda, A. y Rodrigucz, R. (1977) Eur. J. Biochem. 72, 25), L-GLICEROL-3-FOSFATO DESHIDROGENASA
[Fernindcz-Sousa, J. M. Gavilancs, J. G., Municio, A. M. y Pérez-Aranda, A. (1977) Biochim. Biophys. Acta 481, 6], FRUCTOSA
I, 6 BISFOSFATO ALDOLASA [Ferniandcz-Sousa, J. M., Gavilanes, J. G., Gavilancs, F. G., y Parcdes, J. A. (1978) Arch.
Biochem. Biophys. 188, 456). Gavilanes, F., Gavilancs, J. G. y Municio A. M. (1981) Int. J. Prot. Pep. Res. 17, §39. Gavilancs,
F., Gavilancs, J. G. y Municio, A. M. (1981) Int. J. Prot. Pep. Res. 18 (en prensa).
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Ta tabla | sc recogen algunas de las caracteristicas de lo
cnzima de Ceratitis capitara. (Relaio, 1978; Lizarbe, 1979).

Tabla L. Caracteristicas del sistema enzimatico deido graso
sintetasa de Ceratitis capitata.

Sustratos Acctil-CoA, malonil-CoA

Producto mayoritario Acido palmitico
Producios minoritarios Acidos laurico y miristico
NADPH

650000 (baja concentracion
de proleina)

1000000 (alta concentracion
de proteina)

Cofactores

Peso molecular

Kn (NADPH) 15,4 uM
K (acetil-CoA) 10.5 uM
Ku (malonil-CoA) 80 uM
ed% 200 am 1.1
Punto isoeléctrico - 6.0
Volumen especifico parcial (cm'lg) 0.731

Estudios de los valores de la funciébn de variacién de
Marchanolis y Weltman (1971) para la 4cido graso sintetasa
de diferentes especies dan una mayor homologia, en lo
que a composicion de aminoicidos se reficre, entre las
enzimas de C. capitata y S. Cerevisiae que incluso entre
las de pichon y glaindula mamaria de rata. Por el contrario,
la menor homologia se da entre la enzima de insecto y
la de gldndula mamaria.

La presencia de lipidos va ligada a la actuacion catalitica
del sistema, siendo esta caracteristica estructural de espe-
cial significacidn, pues identifica el complejo multienzi-
matico de C. capitata como una lipoproteina cuya actividad
depende de la asociacion lipido-proteina. El componente

lipidico cs esencial para ta actividad y Ia relacion lpido/
proteina aumenta con Ia purilicacion dcl complcjo, y
cs proxima a la unidad cn muestras activas despuds del
altimo paso de purificacion, micntras que la enzima desli-
pidizada por disolventes orgianicos es totalmente inactiva
(Gavilanes ct al., 1979).

La especificidad del componente lipidico de la enzima del
insccto sc ponc de manificsto al comparar su composicién
con la de fraccion soluble de larva. La tabla 1 mucstra
fos datos ohtcnidos cn cl andlisis cualitativo y cuantitativo
para ambos componentcs lipidicos.

El analisis dc cstos datos revela el caricter especifico del
componente lipidico, ya que la composicion de los lipidos
presentes cn ¢l complejo cnzimitico cs difcrente de la
de la fraccion soluble de larva (Tabla 1), a partir de la cual
se aisla el sistema enzimético. La composicién en Acidos
grasos de los lipidos presentes en el sistcma enzimdtico
es también cualitativa y cuantitativamentce diferente de la
de la fraccion soluble de larva, salvo en el caso cn el caso
de los triacilgliceroles, en los que aparece una gran analo-
gia. Las mayorcs diferencias sc observan en fosfoglicéridos
y dcidos grasos libres, siendo en general bastante superior
el grado de insaturacion de los dcidos grasos de la fraccion
solublc de larva que los presentes en el complejo dcido
graso sintetasa.

Por otro lado la actividad enzimdtica, independientemente
de la relacion lipido/proteina, parece depender Gnicamente
de los porcentajes de dcidos grasos libres y fosfoglicéridos.
Preparaciones enzimiticas de baja actividad presentan un
incremento en 4cidos grasos libres y un simultineo des-
censo en la cantidad de fosfoglicéridos, manteniéndose
constantes los valores de fas restantes clases de lipidos.
(Gavilanes et al., 1978).

Tabla 1I. Composicién y grado de insaturacién de Ia fraccién lipidica de dcido graso sintetasa de C. capitata.

dcido graso sintetasa fraccion soluble de larva

acido graso LT TG DG AGL PL LT TG DG AGL PL
(82.2%) (10,1%) 3% (2.9%) (36,1%) (9.0%) (12,5%) (42,4%)

100 tr - -~ - tr 13 20 - - -

12:0 1.2 tr tr 0.6 tr 3.0 23 0.5 11 tr

12:1 tr - - - - tr tr - - -
14:0 8.4 10 6.3 4.1 6.3 49 5.2 34 29 08

14:1 22 L3 36 23 29 tr 0.5 tr - -
16:0 35.7 388 356 370 340 324 36.9 309 19.8 194
16:1 211 209 12.5 19.0 16.1 248 243 249 314 16.5
18:0 8.6 49 10.4 14.0 74 24 43 26 29 38
18:1 15.7 17.0 15.6 17.5 212 144 16.0 19.1 179 36
18:2 5.1 10 6.2 20 3.7 15.7 85 18.0 20.8 252

183 20 kA 6.8 35 34 tr - - 31 -
20:0 tr - tr - tr 0.7 - tr - 24
A 0.55 0.63 0.65 0.53 0.68 0.71 0.58 0.80 1.00 0.98

El grado de insaluracign sc cafcula coio A = (% monocnoicas/100) + 2 (% dicnoicos/100) + 3 (% tricnoicos/100).

LT: lipidos totales; TG: triacilgliccroles; DG: diacilgliccrofes; AGL: icidos grasos lihres; PL: fosfolipidos.



Anflogamente, la adicién de fosfoglicéridos o sus clases
nistadas a preparaciones disminuidas cr su actividad por
tratamicnto con fosfolipasa A; rccupera la funcionalidad
del complcjo. Actuando sobre cl sistcma nativo, colesterol,
csteres de colesterol y diacilgliceroles, asi como triacilgli-
ceroles, no s modifica la actividad cozimitica. La adicion
dc Acidos grasos libres inhibe al sistema enzimitico (se
conscrva solamente cl 25 % de la actividad cuando la
relacion dcido graso libre/proteina cs de 0.5). Un cfecto
contrario provoca la adicion de fosfoglicéridos en una
relacion fosfolipido/protcina de 0.5, 1a actividad se incre-
mcenta al 135 %, descendicndo hasta cl 80 % de la actividad
inicial para rclaciones fosfolipido exégeno/proteina ma-
yores de 2, debido a la proteccion de la cnzima por ¢l
exceso de lipidos que dificulta la accesibilidad dcl sustrato
al centro activo, impidiendo asf 1a actuacién catalitica.
(Lizarbe, 1979).

En presencia de lipidos totales, la activacién es menor
que cf incremento debido a la proporcién de fosfolipidos
en la mezcla total (a una relacion Ifpido exdgeno/proteina
de 1a unidad se alcanza un valor del 124 %). Esta activacién
indica una contribucion de la fraccion lipidica total a 1a
actividad enzimética. (Municio et al., 1979).

Un estudio particular utilizando clases de fosfoglicéridos
indica que la clase minoritaria en la fraccién lipidica, la
fosfatidiletanolamina (33 %), ejerce un efecto similar al
de los fosfolipidos totales, no modificAndose la actividad
en presencia del componente mayoritario, fosfatidilcolina
(66 %), e inhibiendose por las dos formas liso correspon-
dientes. (Gavilanes et al., 1979).

El efecto de la sonmicacién confirma el cardcter esencial
desde el punto de vista de la actividad enzimética, que
presenta la fosfatidiletanolamina. La sonicacién, a la que
la fosfatidilcolina es muy resistente (Attwood y Saunders,
1966), libera fosfatidiletanotdmina rapidamente, inactivén-
dose la Acido graso sintetasa a tos 10 minutos de sonicacién,
mientras que la estructuracién de la proteina, seguida por
dicrofsmo circular, se afecta débilmente. (Lizarbe, 1979).

Dada la importancia del componente lipidico presente en
el preparado enzimdtico, se estudi6 la influencia que dicho
componcnte ejerce sobre la conformacion de fa enzima.
Para cllo se sometid al complejo multicrzimatico a una
scric de tratamientos desnaturalizantes, como son los
relativos a 1a accion del dodecilsulfato sédico (SDS), colato
s6dico, urea, cloruro de guanidinio, asf como al cfecto de
Ia fucrza ibnica y de la tcmperatura, estableciéndose una
corrclacion entre estructura-funcién en base a resultados
espectroscopicos y valoraciones de aclividad.

Estudios previos de dicroismo circular realizados sobre la
enzima nativa, mucstran que la protcina presenta un
clevado grado de ordenacién. La cstructura sccundaria
calculada a partis de dicho espectro revela un contenido
del 43 % de a-hélice, 26 % de estructura B y un 3t % dc
ordenacion aperiédica (Gavilancs ct al., 1978), micntras

quc la enzima deslipidizada con cloroformo-mctanol man-
tiene s6lo un 3 % de «-hélice. .

Ef tratamicnto de Ia enzima nativa con concentraciones
crecienles de dodcecilsulfato silico y colato sodico dismi-
nuye la actividad enzimatica hasta ta completa inactiva-
cion de la proteina a concentraciones de 0.05 y 0.5 %
respectivamente. A pesar de 1a inactivacion producida, ¢l
sistcma cnzimdtico rcticne su conformacion después del
tratamicnto con colata sddico al 1 %. Ll delergente pro-
mucve la climinacion de los fosfolipidos, disminuyendo Ia
actividad cnzi
esencial. La adicién de lipidos totales al complcjo tampoco
modifica la estructura sccundaria, sicndo practicamente
idéntico el espectro de dicroismo circular. (Lizarbe, 1979).

Un cambio sustancial en la estructura sccundaria sc apre-
cia tras cl tratamiento con dodccilsulfato sédico al 4 %. La
enzima presenta en estas condiciones un contenido dcl
42.8 % de a-hélice, 8.4 % de estructura B8 y 48.8 % de
ordenacidon aperiddica. En este scitido es importante
rescitar que la variacion de fa estructura 8 sc debe posible-
mente al efecto de los detergentes anionicos, producicndo
transiciones estructura B—ordenacion apcriédica~ahélice
(Jirgensons, 1969). La pérdida de actividad se justifica por
un cambio conformacional, pese a que globalmente no
se afecte al contenido en a-hélice. (Gavilanes et al., 1978).

E! tratamiento con wrea y cloruro de guanidinio, origina
un efecto desnaturalizante irreversible sobre la enzima,
1o que confirma el papel estabilizante de los lipidos c¢n la
estructura nativa, no pudiéndose reconstruir la conforma-
cién nativa en presencia del agente desnaturalizante. La
elipticidad se reduce a medida que se incrementa la con-
centracién de cloruro de guanidinio y urea, de tal manera
que a concentraciones 7.5 M de urea y 4.0 M de cloruro
de guanidinio, pricticamente no existe a-hélicc. A un
valor 3.0 M de urea y 1.5 M de cloruro de guanidinio se
observa una transicion conformacional, la pérdida deacti-
vidad se produce antcs de esta transicion, ya quc la enzima
a estas concentraciones no presenta actividad. (Gavilanes
et al., 1979).

E! incremento de la fiterza idnica origina un gradual dcs-
censo de la actividad enzimética. A fucrza i6nica 1.5 M
la enzima presenta aproximadamente cl 40 % dc actividad,
no correspondicndo este valor con la pérdida de estructura
secundaria, no supcrior al 10 %. Fsto indica una baja
exposicion de los residuos cargados dc ta protcina, asig-
nando de este modo a las mitades polarcs de los lipidos
un papel ¢n la solubilidad cnzimdtica cn sistcmas acuosos,
ya que los restos cargados de la protcina cstardn poco
cxpuestos.

La modificacién de la actividad y de Ia estructura sc ha
estudiado también en funcién dc la temperatura de incu-
baci6n y a diferentes ticmpos de incubacion a 37°C. El
contcnido cn a-hélice disminuye en funcién del tiempo
de incubacion, o de la temperatura, existicndo una tran-
sicion conformacional a 50°C coincidente con la transicién

ca para la que csta clase de lipidos es’



térmica de actividad, que cstd influcnciada por su alto
contenido cn dcidos grasos saturados. (Lizarbe, 1979).

Ef estudio de la influencia de ka temperatura indica tam-
bién que fas condiciones de maxima actividad sc alcanzan
para 10 minutos y 37°C de incubacion, mostrando la cnzi-
mi un 20 % de a-hélice, un 37 % de estructura 8y un 47 %
de cadena cstadistica, tras 180 minutos de incubacién a
37°C.

La contribucion, tanto estructural como funcional, d¢ la
fraccion lipidica se ha evaluado por mcdio de rratamientos
lipoliticos. Tanmto por la accién de triglicérido lipasa, como
fosfolipasa A; 0 mezcla de ambas enzimas se obscrva un
descenso en la elipticidad. El tratamicnto conjunto por
ambas enzimas lipoliticas produce una desestructuraciéon
mayor a fa producida por cada una de ellas individualmente,
alcanzandose una situacion limite al cabo de 90 minutos
de incubacidn, que se corresponde con un contenido dei
8 % en a-hélice. (Municio et al., 1981).

Con respecto a la actividad enzimitica, el efecto producido
por la triglicérido lipasa es supcrior (se pierde el 75 % de
1a actividad a los 30 minutos de incubacion) al de 1a fosfo-
lipasa A; (en el mismo tiempo de incubacién sdlo pierde
el 20 %). La pérdida de aclividad, cuando las dos enzimas
actan conjuntamente, es similar a la producida por la
triglicérido lipasa.

Teniendo en cuenta estos hechos y que la fosfatidiletano-
lamina es la unica clase lipidica que ocasiona una apreciable
aclivacion, se puede intuir que los triacilgliceroles propor-
cionen ¢l soporte conformacional basico del complejo,
mantenido de forma mas especifica por los fosfoglicéridos.
Por otro lado, los diferentes componentes lipidicos del
complejo dcido graso sintetasa no se encuentran distri-
Luidos al azar en la estructura de 1a lipoproteina, sino que
podrian encontrarse en zonas distintas, con diferentes
estados fisicos (Lizarbe, 1979).

El grado de exposicion de las cadenas polipeptidicas se

ha estudiado por tratamientos proteoliticos con tripsina y

quimotripsina. Tras 4 horas de incubacion con ambas
cnzintas proteoliticas el contenido cn a-hélice cs similar
cn ambos casos. Las cstructuras residuales que sc obticnen
son scmejantes y mis ordenadas de lo que s¢ pucde
esperar a la vista de la composicion de aminodcidos, lo
que indicaria un nimcro aproximadamente igual de pun-
tos de ruplura por parte de fas dos enzimas y que ¢l com-
poncnte lipidico protege delerminados cnlaces o zonas
de Ia cadena polipeptidica quedando sdlo un numero
rcducido de enlaces expucstos a fa accion proteolitica.
(Lizarbe, 1979).

La identidad observada entre los mapas triptico y quimo-
triptico, asi como cl cscaso nimero de péptidos obtenidos,
apoyan estas deduccioncs; los péptidos resultantes del
tratamicnto protcolitico ticncn una estructura y tamailo
semcjantes, micntras que ¢l nimero de péptidos visuali-
zados tras el revelado con ninhidrina, en el caso de la
protcina deslipidizada y digerida con quimotripsina, es
nctamente stperior al que s¢ obtiene con la proteina
nativa, o tras una digestion lipolitica. El componente
lipidico debe, por tanto, tener una localizacioén precisa y
no al azar en ¢l complcjo enzimético &cido graso sintetasa
de Ceralitis capitata.

El estudio estructural que se vien realizando acerca de
la 4cido graso sintetasa del insccto Ceratitis capitata,
debido al cardcter de lipoproteina que presenta el com-
plcjo, obliga a un constante estudio relativo a interacciones
lipido-proteina.

Por este motivo existe una gran cantidad de informacion
relativa a tales interacciones que se ha de considerar en
este trabajo, habida cuenta de 1a naturaleza de la enzima,
Estos datos, referidos a muy diversos sistemas y con el
Gnico nexo comun de la existencia de interacciones lipido-
proleina, presentan una muy dificil generalizacion en la
introduccion que se vicne desarrollando. Ello ha obligado
a su inclusion en la tabla 1 relativa a interacciones lipido-
protcina y furcionabilidad biolégica. Esta recopilacién
completa y contintia, hasta la fecha de impresi6n de este
trabajo, las presentadas por Lizarbe (1979) y Gavilancs (1980).

Tabla 111, Interacciones Npido-proteina y funcionalidad biolégica.

{(Na' — K') - ATPssa
riién de concjo

Monoamine oxidasa
corazén de bucy

a-lactalhiminag

Receptor asialeglicoproteinice
hepalocitos de concjo

La reactivacion de fa enzima Ja requicre una di icid

lamclar de las moléculas de tipidos con una densidad de carga nega-
tiva sufici pero no { 1éculas de fosfolipid

cargados ncgativamente.

E! cntorno lipidico influye en Ja actividad catalitica y en la especifi-
cidud del sustrato.

Isern de Caldentey ct al.
(1979)

Naoi ct al. (1980)

Estudios de microcalorimetria y fluorescencia mucs Ia
del cambio conformacional de Ja proteina inducido por cf ptl sobre
Ia interaccin de la misma con fosfatidileoling.

Fl receptor en solucidn acuosa se inscria cspontdncamente cn vesl-

culas uni S, 13 activi P

i} et al. (1730)
Tterreman et al, (1981)

Klausner cl al, (1980)




CHocroma C oxldnsa
carnzén de bucy

Lipaprotcinas de alta densidad
mnt,)
sucro hovino

Lipass
Rhizopus delemar

Apoprotcina del protenlipido de mielina
bovina

Receptor B-adrenérgice
corazén de conejo

Glucagén
bovino y porcino

Glicero! fosfate-DH
y aril sulfatass
higado y cerebro de rata

Monoamino exidass

Acetilcolinesterasa
higado y cerebro de rats

Aonofosfattdilinosiel-fesfodi

La actividad transportadora de clecicones cs funcién de 1a cantidad
de lifosfatidil glicerol unido a ta cnzima. Podrian existir tres tocali-
zaciones de union a fosfolipidos con

Las apoprotcinas C en prescacin de fosfatidilcolina exhiben cambios
cn 1a cstructura secundarin y terciaria estudiados por Buorescencia,
Ll dicroismo circular muestra un incremento en cf contenido en
w-hélice,

T i con foslolipid difica Ja enzima, Ta acti-
vidad sobrc lipop . Elesy dc dicroi: circular

un descenso en ¢l conlenido en a-hélice.

Diferente comportamicnto de bicapas saturadas e inssturadas de
con fa apof i

Los fosfolipidos son importanies no sélo para la actividad de Ja
adenilato ciclasa sino también necesarios para la unién de la hormona
al receptor B-adrenérgico.

1 i Apid: con vesiculas de feciti El péptido une
directamcnie solo ¢l 40 % dc las moléculas de lipido, pero es capaz
de modilicar las propicdades de transicién de fasc de todos fos lipidos
de la particula,

Los valores de Kw ap en p ia de fosfolipid
gad: gali y disminuycn en presencia de aminas
orgénicas.

Los valores de Ku aparente disminuyen en presencia de fosfolipidos
cargadas negativamente y sumentan en presencia de aminas orgénicas.
La actividad de i unidas a b puede ser dulada por
fosfolipidos cargados, debido al incremento o disminucién. de 1a
concentracién de sustrato no desplazado de Is membrana.

s

Fuer inhibida por Cj; Ci Cyq... lisofosfatidifcolina. Sin
Cio lisofosfatidilcolina activa la reaccién,

diversos tejidos de

Péplidos sintéticos Estudios con pépti intélicos confirman la hipétesis de la hélice
fi cada 4cido contribuye inicial ala i6
lipid ina por . \ .
Enzimas dependientes de Ciertos Hpidos activan a fa 3'-5' leotido ciclico fosfodi: y
caimodulina a la miosina quinasa d P i de cal en
ausencia de Ca’.
Proteina ry 2 n lacién por fosfolipidos de fa fosforilacion dep ; de Ca?*
de Ca’* de una manera independi o P ia ala lacib
corazdn bovino y cerebro de rata dependiente de calmodulina.
Escnsleno epoxidasa Se ¥ fosfolipi idnicos para que se produzca Ia respuesta
higado de perro al factlor proteico soluble que estimula a fa cnzima.
Rodopsina Los fosfolipid: difi et pK de pi i6n de 1a base de Schiff,
cefalépodos por 1a que se une ¢l retinal a la proteina.
ATPass

Schizosacharomyces pombe

Citocromo Pygo
higado de conejo
Monsaminooxidass

cerebro de rata

Toxtaa de Ia difteria

Fosfatasa alcalina
rinon dc cerdo

Lecitinas y lisolecitinas recuperan 1a actividad enzimitica perdida
deslin 6

por pidizacién parcial. C:
no restauran la actividad.

seuncnalap , pero

Rabinson ct al. (1980)

Patterson el al. (1980)

fwai et al. (1980)

Laviatle et al. (1980)

Thang ct al. (1980)

Epand et al. (1980)

Nalecz et al. (1980)

Nalecz et al. (1980)

Dawson ct at. (1930)

Kanellis et al. (1980)

Tanaka et al. (1980)
Wrenn et al. (1930)

Lin (1980)
Nashima et al. (1980)

Dufou ct al. (1980)

Ingctman-Sundberg et al.

Requcrimiento cspecifico por cicrtas vesiculas de fosfolipidos para .

Ia actividad enzimitica,

Digestiones con lipasas poncn de manificsto que los estados funcio-
nalcs de las formas de i idasa estin
por disti tipos dc i i lipido-p

Entaza fosfato de determinado tipo de fosfolipidos. Los fosfolipidos
dc la membrana podrian teacr un importante papel en Ia unidn de
Ia toxina a las ctlutas.

La fosfatasn alcalina sc une a membranas por una fuerte interaccién
con losfatiditinositol.

(1980)

Huang et al. (1980)

Alving et ol. (1980)

Low ¢t al. (1980)-




sucro humano
Citocromn oxldasa

corazén de hucy

Bactertorvodopsina
Halobacterium haloblum

Factor X
bovino

Rodopsina
Paroctopus deflcini

Dincilglicerolaciltransferasa
higado de ratas

Ubiquinona-citocromo ¢
oxido-reductasa

corazén bovino

5'-nuclcotidasa
higado de rata

(Ca' - Mg”') - ATPasa
eritrocitos humanos

Citocromo by

Proteina del microtébule
cerebro de rata

Acetilcolinesterass
critrocitos humanos

Citocromo Puso
corazdn buey

Acrosina

Tnbuline
higado bovino

Lisil exidasa
Rorta bovina

Lipoproteinas de slta denstdad (11DU)

higado de caballo y cerdo

Faclor de crecimiento epldérmico
gldndulas submaxilares de mosca

espermatozoide de verraco

“Trans( in de f idos desde I alint.,

Estudios de Muorcscencia mucsten un cambio conformacionnl cn
T enziena cn vesiculas de fusfatiditcoting inducido por Ia tronsicién
dc fasc de los lipidos.

La fasc lipidica inducc transiciones cn Ia segregacion proteica. Por
dehajo de la temperatura de transicidn de fasc (T.) la protcina es
monamérica y por cncima de T, es un agregado cxagonal.,

Et cfecto cstimulante de tos fasfolipidas cn Ia activacién del factor
X cs dcbido s un cfecto sobre ta Ku parn dicho factor.

Variaciones cn los lipidos presentes pucden nfectar 1a velocidad de
Ins transformacioncs fotoquimicas.

Allen (1981)

Kawnto ct al. (1981)

Hcyn et al. (1981)

Dicijen et al. (1981)

Tsuda ct al. (1981)

Los fosfolipidos tiencn un efecto directo sobre el sistema
ferasa.

La fosfatidil: lamina cs especiffe da para la recons-
titucion del complcjo en vesiculas capaces de mantener el controf
respiratorio

La enzima i i con esfi ielinas y fosfatidilcolina resul.
tando alectados la estabilidad y la energia de activacion.

La fosfalidilserina produce en la enzima los mismos efectos que s
presencia de calmodulina.

E! seg) coon inal iendo 2 de los 4 grupos carboxi-
licos del domini 1] a b del ci by es crucial
en la interaccibn lipido-proteina. .

La fosfatidilserina y cardiolipi de tas
responsables de 1a unién de 1a proteina a la membrana.

Li de foslolipid 1a ividad del dimero de
acetilcolinesterasa dcbido a una modulacién por un entorno hidro-
fobico.

Los lipidos tienen un importante pape! cn la interaccién del factor
de crecimiento-receptor.

Las cordiolipinas son el estimulante mis efectivo. La accién de los
fosfolipidos es debida a la modulacién del enlace de unidén de coles-
terol af citocromo.

La proteinasa se une a foslolipidos por interaccién electrostitica
indicando quc la enzima tiene propiedades de proteina cxtrinseca
de mcmbrana.

La iacién de fosfatidil inaalap ina ocurre sol

en Ia transicibn de fasc lipidica. Se observan cambios cn el espectro
dc Nuorescencia y de dicroismo circular.

Sales dc 4cidos grasos y sales biliares inhiben In oxidacion de ta
elastina y dcf coldgeno por la enzima.

Parth hy et al. (1981)

Netson el al. (1981)

Merisko et al. (1981)
Niggli et al. (1981)

Dailey et al. (1981)

Reaven et al. (1981)

Di Francesco et al. (1981)

Shoyab et al. (1981)

Lambeth (1981)

Straus ct al. (1981)

Kumar et al. (1981)

Kagan et al. (1981)

Objctivo de la presente investigaclén.

Los estudios previos sobre ¢l complejo dcido graso sinte-
tasa del insecto (Gavilanes ctal,, 1978-1979; Mumicioetal.,
1977, Lizarbe, 1979) sc han ceatrado en la caraclerizacion
de tos componentes lipidico y polipeptidico dct sistema.
Andlisis de aminoicidos y modificacion de las distintas

-

clases fipidicas han sido los objctivos iniciales de aquel
cstudio que se completd con cl andlisis conformacional
del sistema. Ef problema ha gqucdado establecido a nivel
topolagico, rclativo a la distribucion del componente lipf-
dico en cl sistema. Fl objetivo de la investigacion que se
va adescribir s¢ ha centrado precisamente en cste aspecto,
como ctapa posterior hacia ¢t conocimicento de la relacidon
estructura -funcién de cste sistema lipoprolcico.



PARTE EXPERIMENTAL

Malterial biolégico.

El diptero Ceratitis capitata, utilizado a lo largo de toda
la experimentacion, se cultiva en el Instituto Nacional
de Investigaciones Agronémicas (El Encin, Alcali de
llenares), bajo condiciones controladas de temperatura,
dicta y humedad (Fernandez-Sousa et al., 1971).

Una vez eliminada la dieta, las larvas de S a 7 dias se

congelan en aire liquido y se conservan a -60° C hasta
el momento de su utilizacion.

Determinacion de la actividad enzimatica.

La actividad enzimdtica de la icido graso sintetasa de
C. capitata se determina mediante los métodos espectro-
fotométrico o radiactivo.

Método espectrofotométrico.

El ensayo se basa en la disminucion de fa absorcién a

340 nm, debida a la oxidacion del NADPH en el proceso.

dc biosintesis “de novo” de los dcidos grasos.

La mezcla de incubacion contiene fosfato potasico 0.25M,
2-mercaptoctanol 0.2 mM, EDTA 0.4 mM, acetil-CoA
12 nM, NADPH 300 nM, malonil-CoA 43 nM y 1-10
miliunidades de enzima, ¢n un volumen total de 2 ml.
Sc determina el descenso de la absorcion de un blanco a
basc de todos los clementos de 1a reaccion a excepcion
de malonil-CoA; después de 3-4 minutos se adiciona el
sustrato y s¢ mide el grado de oxidacion det NADPH.

Una miliunidad de enzima es la cantidad que bajo las
condiciones del ensayo espectrofotoméltrico, consume |
nmol de malonil-CoA por minuto, correspondicnte a 2
nmoles de NADPH o a una disminucion de absorbancia
dc 0.006 unidades.

Método radiactivo.

Se basa en la incorporacion de (1-'‘C) acetil-CoA en
acidos grasos.

La mezcla de incubacion contiene: malonil-CoA 50 nM,
NADPH 300 nM, 2-mercaptoetanol 3 mM, EDTA 3 mM,
fosfato potasico 0.25 M y 13.5 nmoles (0.05 uCi/ml de
incubacion) de (1-'*C)-acetil-CoA. La reaccion sc inicia
por la adicion de 0.3 ml de la preparacion enzimatica, de
concentracion variable, a 0.2 ml de la mezcla de cofatores.
La mezcla de incubacion se mantiene a 37°C en baiio de
agua durante 10 minutos con agitacion constante. Al cabo
de este tiempo se detiene la reaccion a 0-4"C por adicion
de :2)0.15 ml de KOH al 50%, realizandose a continuacion
1a extraccion de los acidos grasos con hexano o b) 1.05 ml
de metanol y 0.5 ml de cloroformo, si 13 extraccion se
lleva a cabo por el método de Bligh-Dyer (1959), que
permite trabajar a concentraciones de proteina superiores
a las del método a) o en presencia de lipidos o detergentes.

Extraccién con hexano (Golberg et al., 1972).

Las mezclas de incubacion tratadas con KOH al 50% se
introducen cn un bafio de agua hirviendo duraate 20
minutos, al cabo de los cuales, se enfrian en hiclo. La
mezcla fria se acidifica con HCI hasta viraje del naranja
de metilo mas 3-4 gotas de exceso para ascgurarse ua

pHl 1.0. Se anaden S ml de hexano (la extraccion pucde .

hacerse igualmente con eter de petroleo), y la mezcla se
agita por vibracion durante dos periodos de 30 scgundos
cada uno. La fasc acuosa sc¢ congela introducicndo los
tubos en airc liquido, y la fasc orginica se traslada a
viales de centelleo. Se repite la extraccion una vez mis
y sc climina cl disolvente a 60°C.

La utilizacion dc este método de extraccion requicre una
baja concentracion de lipidos y dctergentes y que la
prolcina sc encuenlre a concenlracion inferior a 0.3 mg
por ml de incubacion; a niveles superiorcs, la agitacion
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dc las fascs acuosa y orginica origina una gelificacion que
impidc continuar ¢l proceso de extraccion.

Método de Bligh-Dyer (1959).

La mezcla de incubacion tratada con 2.1 volimenes de
mctanol y 1.0 volimenes de cloroformo sc agita por
vibracion durante 90 scgundos. Tras la adicion de otro
volumen de cloroformo y un volumen de agua destilada,
se agita nucvamentic durante | minuto y se centrifuga
proccdiéndose a la extraccion dc la fasc cloroférmica, La
fasc acuosa se vuclve a extraer con dos volimenes de
cloroformo.

Las fases cloroférmicas quc contienen los dcidos grasos
formados se rednen, se secan sobre sulfato sodico anhidro
durante una noche (4°C) y se filtran por papel Whatman
n° | a viales de centclico, llevandose después a sequedad
por cvaporacion del disolvente a 60°C.

Medida de la radiactividad incorparada a los dcidos grasos.

La radiactividad incorporada se determina por centelleo
liquido utilizando como sistemas de centelleo a) 4 g de
PPO (2,5-difeniloxazol), 100 mg de POPOP 1,4 bis-(5
fenil-oxazolil)-benceno] en un litro de tolueno o b) 1.5
g de PPO, 0.45 g de POPOP, 150 g de naftaleno, dioxano
hasta 1500 ml de disolucién y 300 mil de agua. A los
viales que contienen las muestras secas se afiaden 10 ml
de una solucion de centelleo, efectuandose la medida en
un espectrometro de centelleo liquido Packard Tri-Carb
3255. :

La actividad enzimitica es la media de tres determina-
ciones expresada en nanomoles de acido graso formado
durante 10 minutos a 37°C.

Valoraciéon de proteinas.

La determinacion de la concentracion de proleinas se
realiza segin el método de Lowry et al. (1951).

En algunas etapas dc la purificacion, el exceso de fosfato
potasico en ¢l mcdio origina la aparicion de un precipitado
blanco que se separa por centrifugacion (Bensadoun etal.,
1976), rcalizando la mcdida de absorcion en el sobrena-
dante.

En preparaciones purificadas de dcido graso sintetasa, la
determinacion de fa concentracion se realiza mediante el
empleo del coeficiente de extincion molar a 280 am,
previnmente determinado, y segun la expresion:

Ao = to. 1. ¢

»

sicndo:

Ao = absorcion dc la muestra a 280 l"l,m

I = paso optico cn cm

¢ = concentracion molar de la muestra

Tmo = cocficicnte de extincion molar de Ia mucay,
(M 'em™)

Las medidas de absorcion se cfectian en un espectrofy.
témetro Cary 118, empicandose cubetas de cuarzo (g
1 ¢cm de paso optico.

Alslamiento.
Extraccion.

250 g de larvas se homogeneizan en Omni-Mixer (Sorvall,
USA) frentc a 100 ml de tampdn fosfato potdsico 0.1 M,
pH 7.5, que contiene 2-mercaptoetanol 1 mM y EDTA
2 mM, durante 6 minutos en periodos de 2 minutos. I}
homogeneizado se centrifuga a 34 800 g durante 15 minutos
en una centrifuga Sorvall RC2B (rotor SS34) termosta-
tizada a 2-4°C. El sobrenadante, previa filtracion por gasa,
se somete a la etapa siguiente.

Fraccién soluble. Precipitacion con sulfato aménico.

El filtrado obtenido en la etapa anterior se centrifuga n
95000 g durante 90 minutos en ultracentrifuga Beckmm
modclo L-4 clase Q con rotor tipo 40. Se desecha ¢l
precipitado, y al sobrenadante previamente filtrado por
gasa se afiade lentamente y bajo agitacion constante
sulfato amodnico finamente pulverizado hasta una satur-
cion del 50%. La adicion de sulfato amonico se realiza
con agitacion magnética a 4°C durante 45 minulos, al
cabo de los cuales se centrifuga a 34800 g durante 0
minutos a4°C. Efsobrenadante sc desecha y el sedimentn
se conserva a ~20°C bajo atmasfera de nitrogeno para su
posterior utilizacion.

Redisolucion y didlisis.

El precipitado conservado a -20°C se redisuclve cn 100
ml de tampén fosfato potasico 0.1 M, pH 7.5, conteniensdn
2-mercaptoetanol | mM y EDTA 2 mM con ayuda de
un homogencizador de vidrio-teflon. Se mantienc durante
45 minutos con agitacion magnética constante, climinin-
dosc ¢l matcrial quc no se disuclve por centrifugacitn
a 34800 g durante 30 minutos a 4°C.

La disolucién sc dializa frente a 3 litros de tampén fosato
potasico 0.01 M, pll 7.5, contenicndo 2-mercaptoctanol
1 mM v EDTA 2 mM en un ultrafiltrador h/111U-1 e
acetato de celulosa de fibra hucca. La duracion de ¢34
etapa oscila entre dos horas y dos horas v media.



Cromatografia en DEAE-celulosa.

a)  Preparacion del cdmbiador.

El cambiador, DEAT -cciulosa, sc trata con 15 vold-
mences de 11CH 0.5 N durante 30 minutos, lavindose
a continuacidn con agua destilada hasta pll 5. El
proceso sc repite dos veces con NaOtl hasta pll 8.
El cambiador sc suspende en tampan fosfato potasico
0.01 M, pll 3.0, renovindose ¢l tampon hasta un
pll dc 4.5. En esta forma sc desgasifica ¢l cambindor
a la trompa de vacio con agitacion ocasional durante
3-4 horas, al cabo dc las cuales se licva a plf 7.5
por succsivos lavados con tampén fosfato 0.01 M
pll 7.5, contenicndo 2-mercaptoctanol 1| mM y
EDTA 2mM. El cambiador se conserva hasta su
utilizacion a 4.°C.

b)  Adsorcion y elucién.

Unos 150 ml de DEAE-celulosa en tampén fosfato
potasico 0.01 M, pH 7.5, conteniendo 2-mercap-
toetanol 1 mM y EDTA 2 mM, se agitan fentamente
durante 1 hora, a 4°C, con los 100 m! de la solucion
dializada obtenida en la etapa anterior. Al cabo de
este tiempo se filtra la resina para eliminar las pro-
teinas no retenidas. La resina se lava dos veces con
100 m! de tampon de equilibrado, agitando cada vez
y filtrando. Los filtrados se desechan.

La elucion de la dcido graso sintetasa de la resina
se lleva a cabo con tampon 0.3 M, pH 7.5, conte-
niendo 2-mercaptoetanol 1 mM y EDTA 2 mM.
Se lava la resina a 4°C y con agitacion lenta durante
1 hora con 100 ml de este tampon. Esle proceso
se repite tres veces conservandose los eluidos para
su posterior concentracion.

La resina se trata con 250 m! de tampdn fosfato
potasico 1 M, pH 7.5, conteniendo 2-mercaptoetanol
t mM y EDTA 2 mM para eliminar todas las

proteinas que han quedad fuert:

jor id

c)  Regeneracion.
La resina se lava 5 veces con 4 volimenes de agua
destilada y a continuacion con tampon fosfato pota-
sico 0.01 M, pll 4.5. Se desgasifica y se equilibra
nuevamente con tampon fosfato potdsico 0.01 M a
pHl 7.5, conservandose a 4°C.

Concentracion en células de ultrafiltracion Amicon.

Las fracciones del primero y segundo lavado con tampén
fostato potasico 0.3 M (200 ml) se relncn y concentran
en una célula de ultrafiltracion Amicon. La disolucion
a ‘concentrar sc deposita en el interior de una célufa de

ultrafiltracion modcto UF52 en cuyo fondo se colaca una
membrana de didlisis (PM 10, 62 mm de diamctro). Se
pasa una corricntc de N; a una presion mixima de 3
atmosferas hasta que cl volumen de la disoluciéon se haya
reducido a.18-27 ml. Sc divide ¢l concentrado cn Irac-
ciones de 3 mi que s¢ conservan a -60"C.

Cromatogrdfia cn Sephadex G-150.
a)  Preparacion del gel.

La hidralacion dcl gel s consigue manteniendo el
solido comercial durante 3 dias a temperatura am-
biente en un exceso de medio de clucion. El proceso
pucde acclcrarse manteniendo durante 3 horas ¢l
gel en bafio de agua hirviendo. Para su desgasificacion,
el gel se somete a vacio cn trompa de agua agitando

[y n

ocasi 1y ¢

El gel' asi tratado se deposita en una columna
cromatogrifica (2.5 x 50 cm) y se fava exhausti-
vamenle con el sistema de elucion, tampon losfato
potasico 0.25 M, pHl 1.5, conteniendo 2-mercap-
toetanol | mM y EDTA 2 mM.

b)  Cromatografia de la fraccion de dacido graso sintetasa.

Las fracciones obtenidas en la etapa anterior, con-
servadas a -60°C, se descongelan y se aplican en
la columna previamente equilibrada. Se eluye con
ef mismo tampon de equilibrado a un flujo de 35-40
mi/h. Las [racciones con actividad de dcido graso
sintetasa se combinan y se conservan a -60°C. Ef
perfil de absorcion ultravioleta del elpido sc registra
a 280 nm mediante un fotometro de flujo continuo
Uvicord 11.

¢)  Regeneracion del Sephadex G-150.

Una vez realizada la cromatogralia, se lava la co-
flumna con ¢l mismo sistema de equilibrado, que-
dando asi dispuesta para su postcrior ultilizacion.

Espectro de absorcién ultravioleta.

La determinacion del espectro de absorcion ultravioleta
de la dcido graso sintetasa de C. capitata se ha llevado
a cabo en cubctas de cuarzo de 1 em de paso éplico,
emplcandosc un espectrofotometro Cary U8, El especira
se ha obtcnido a una velocidad de barrido de 0.2 nm/s.
Para la determinacion se ha emplcado una solucion de
enzima 0.2 mg/m! en tampén fosfato potisico 0.25 M,
plt 7.5, conteniendo 2-mercaptoctanol 1 mM y EDTA
2 mM.
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Debido a la dispersion optica que origina ¢l componcente
lipidico de Iy enzima, ¢l espectro obtenido se corrige cn
base a ka relacion existente entre 17X y dispersion optica.

Dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular s¢ ohticnen en un
dicrografo Jovin Yvon R.J. Mark Il cquipado con l:‘m\para
de xenon de 250 w a una velocidad de barrido de 0.2 nm/s.
Taodas las disoluciones de proteina sc filtran cn Millipore
(diamctro dc poro de § micras) o se centrifugan previa-
mcente a la determinacion espectroscopica. La concentra-
cion emplcada en todos los casos es dc 0.2-04 mg/ml
en células cilindricas 'de 0.05 cm de paso Optico. La
concentracion de proteina se determina espectrofotomé-
tricamente utilizando el cocficiente de extincién molar
de la proteina. ’

La elipticidad a cada longitud de onda se expresa como
elipticidad molar por residuo de aminoacido, en unidades
de grado. cm.? decimol™’', corregida para la elipticidad
de la disolucion tampon. El peso molecular medio por
residuo de aminodcido que se considera para este calculo
es de 110. La elipticidad molar por residuo se calcula a
partit del registro de elipticidad observada, segun la

expresion:. . .. .
Omwr = MWR (em'lT ce ampin). 100 grados + cm?/dmol
siendo:

Ouwnr, elipticidad molar por residuo

MWR, peso molecular medio del residuo de aminodcido
©; , elipticidad observada
|, paso éptico
¢ , concentracion de proteina.en mg/ml.

Fluorescencia.

Los espectros de fuorescencia se realizan cn on fluori-
metro FICA §S MK 1, equipado con una limpara de
xenon de 450 w, utilizando una anchura de rendija de
25 y 1.5 nm para los haces de cxcitacion y emision
respectivamente.  El espectro s registra en un XY
Ohnigrafic 200 a 10 am/min. Todas las disoluciones de
protcina empleadas se centrifugan a 1500 g durante 10
minutos o se filtran a través de Millipore (5 micras)
previamente a su estudio espectroscopico. La concentra-
cion de protcina empleada se determina espectrofotomé-
tricamente, en basc a su cocficicnte de extincién molar
4 280 nm, encontrindose en todos los casos cntre 0.03 y
0.05 mg/mi. La absorcion de las disoluciones dc portcina
empleadis en hingim caso supcran un valor de absorcion
de 0.05 a fa longitud de onda de excitiacion. .

Polarlzacion de fluorescencla,

La polarizacion de fluorescencia, se determina en yy
cspectrofluorimetro Fica 5§ MKH, Las cubctas pary
fluorescencia empleadas son de 1 em de paso Oplico. § 4
Auorescencin s¢ mide a un dngulo de Y0 grados. En todoy
los casos la absorcion de la mucstra a la longitnd de ondy
de excitacion ha de ser inferior a 0.05 para cvitar clectoy
dc_ filtro intcrno, si esto no sc cumplc hay quc corregis
las mcdidas de intensidad de fluorescencia. EX espectre.
Nuorimetro termostatizado a 20°C mediantc baiio de agny
circulante, s adapta para medidas dc polarizacién por
montaje de prismas de Glan-Thomson dircctamente a 1y
entrada y salida de portacubetas. Los valores de polari.
zacion de fluorescencia sc corrigen para la respucsta del
monocromador scgun la siguicnte expresion:

EE - BE - EB

P= [1]]
EE + BE - EB
BB

siendo:

P = polarizacion de fluorescencia.

EE = intensidad de fluorescencia en ¢l plano vertical

para una radiacion de excitacibén polarizada

asimismo en el plano vertical.

intensidad de fluorescencia en cl plano vertical

para una radiacion de excitacion polarizada en

‘et plano horizontal.

intensidad de fluorescencia en el plano horizon-

tal para una radiacién de excitacién polarizada

en el plano vertical.

BB = intensidad de fluorescencia en cl plano horizon-
tal para una radiacién de excitacién polarizada
en el pland horizontal. (Rank, 1947)

BE

It

EB

Anilisis de aminodcidos.

Los andlisis se llevan a cabo en un-analizador automético
Durrum modelo D 500, cquipado con un computador
PDP-8M quc automatiza todas las operaciones de acucrdo
con un programa previamenle seleccionado.

Hidrolisis.

La hidrolisis de la protcina (0.2 mg) sc licva a cabo cn
vacio con 0.5 ml de HCI tridestilado azcétropo, 5.7 N.
contenicndo 0.1% (v/v) fenol, a 108°C durante 24, 43
72, 96 y 120 horas. Para cada ticmpo de hidrolisis 3¢
realizan tres determinaciones independientes. La hidré
lisis sc lleva a cabo con mucstras de protcina aisladn de
difcrentes lotes de larva de C. capitata. Finalizado ol
proceso. las muestras sc llcvan a sequcdad en rotavapv’.
con adicion repetida de 1 mi de agua destilada y corfey:
pondicnte sccado.




Andlisis automatico.

Las mucstras sccas se disuclven cn 0.5 ml del tampén
de aplicacion que conticne: citrato sodico 19.6! g, 20.0
mi de tiodiglicol, 16.5 ml dc HCH concentrado, 1.0 ml
de {enol en un volumen final de 1 litro, plt 2.20 + 0.01.
La muestra sc pasa a un tubo de teflon (4 x 0.3 cm), y
previa centrifugacion sc aplican a fa columna del analiza-
dor entre 10y 30yl de la mucstra. La duracion del anilisis
cs de aproximadamente 100 minutos. Tanto el tampon de
aplicacion como los dc clucion son suministrados por
Picrce Ch. y se esterilizan mediante filtro Millipore
(0.45 micras). Finalizado el andlisis la resina se regencra
con lavados de NaOH 0.3 N contenicndo 0.25 g/t de
EDTA. La composiciéon de aminoicidos en % molar se
dctermina a partir de los datos de los anilisis.

Grupos -SH libres.

La determinacion esta basada en el método de Ellman
(1959). Se prepara una disolucion (0.4 mg/ml) de édcido
5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) en tampén tris-
HC10.1 M, pH 7.5, conteniendo EDTA 1| mM. Se afiaden
0.1 ml de esta disolucion a 3 mi de una disolucion de
proteina (0.2 -0.4 mg/mi) en tampon fosfato sodico 025
M, pH 7.5 conteniendo EDTA 2 mM. La mezcla de
incubaciéon se mantiene a temperatura ambiente regis-
trandose graficamente el incremento de absorcion a 412
nm, utilizando como referencia la disolucion de muestra.
Al valor de absorcion obtenido cuando esta se estabiliza
se resta el de un blanco carente de proteina pero con
DTNB. A partir de esta absorcion neta y utilizando un
coeficiente de extincion molar de 13600 M™' cm™', a 412
nm, se determina la concentracion del acido S-tio-2-
nitrcbenzoico formado. A partir de este dato y de la
concentracion de proteina utilizada para el ensayo, se
determina el contenido en grupos -SH fibres. La exactitud
de la medida se comprueba con soluciones de glutation
reducido recién preparadas.

Nitracién.

La nitracion del complejo enzimatico se lleva a cabo
cn tampdn fosfato sédico 0.1 M, pH 8.0, incubando
1a enzima en presencia de tetranitrometano a lemperatura
ambiente y utilizando un exceso dos veces molar sobre el
numero de tirosinas. El reactivo se emplea cn forma de
una disolucion 0.1M en etanol al 95% (v/v). El cursodc la
reaccion se sigue midiendo la absorciéon a 428 nm din-
dosc ésta por finalizada cuando Ayn adquicre un valor
constante. Ef cdlculo de la concentracién de nitrotirosina,
y por tanto el nimcro de tirosinas nitradas, se efcctia
utilizando un cocflicicnte de extincién molar para fa nitro-
lirosina a 428 nm, dc 4200 M 'ecm ™', (Glazer ct al., 1975)
teniendo en cucnta que ¢l 86% de la absorcidén neta,
absorcién de la mucstra menos absorcion de un blanco
yuc no contienc proteina, es debida a nitrotirosina sicndo

cl 14% restante debido al nitroformiato originado durante
Ia reaccion (Bustiv, 1971). .

Alslamicnto y scparacién de clases de Hpidos.
Comatografia cn capa fina,

Las distintas clascs de lfpidos utilizados sc obticnen de
larva de C. capitata. Elinscclo sc homogenceiza en tampon
fosfato potisico 0.1 M, pll 7.5, contenicndo EDTA 2 mM
y 2-mercaptoctanol ImM. Ef homogencizado sc centrifuga
a 27000 g durantc 15 minutos y en cl sobrenadante se
realiza una cxtraccion de lipidos, scgin ¢l método de
Bligh y Dyer (1959).

La separacion de fas distintas clases de lipidos se rcaliza

por cromatografia e¢n capa fina. El soportc utilizado cs
Silicagel-G(SGG: Keissegel-G, Merck) que conticne
CaSQ. como aglomerante. Sc utilizan placas de 20 x 20
cm de distintos espesores, scgun la finalidad perscguida:
1.0 mm (90 g SGG/160 m! agua destilada), 0.5 mm (40 g
SGG/80 mi agua destilada y 0.3 mm (30 g SGG/60 ml
agua destilada). Las placas se activan a 110°C durante
una hora. Los lipidos extraidos por el método de Bligh-
Dyer (1959), se aplican disucitos en cloroformo/metanol
(2:1, v/v). siendo las cantidades aplicadas vatiables en
funcion del anilisis a realizar.

Como sistemas de desarrollo se utilizan hexano/éter/
acido acético (70:30:1, v/v/v) y hexano/éter/icido acético/
metanol (60:40:1:1, v/v/v/v) para separar lipidos neutros,
y cloroformo/metanol/agua (65:25:4, v/v/v) para la sepa-
racion de clases de fosfoglicéridos. La identificacion de
las distintas localizaciones de lipidos se lleva a cabo
mediante la utilizacion de patrones conocidos.

Los lipidos se visvalizan mediante vapores de iodo
(Mangold et al., 1961; Sims et al., 1962), disolucion de
rodamina 6G al 1% en metanol (Mangold et al., 1961)
o reactivo Dittmer (Dittmer, 1964).

Preparacifn y anélisis de csteres metflicos.

Los extractos de lipidos totales o las distintas clases de
fipidos, previamente separados por cromatografia cn capa
fina se metanolizan de acucrdo con ¢l método de Mctcalle
ct al., (1966).

Los lipidos totales disucltos cn cloroformo o las zonas
de silicagel que contiencn las clascs de lipidos, sc dis-
poncn en lubos de vidrio dc paredes grucsas (20 x 150
mm). En ¢l primcr caso cl disolvente sc cvapora con
corricnte de nitrogeno y cn ambos casos sc agregan 0.1
ml de metanol reactivo, 0.1 mi de triffuoruro de boro
al 14% en mctanol (p/p) y 0.09 mi de beneceno / mg de
lipido. Los tubos sc cierran bajo atmasfera de nitrogeno
y s¢ manticnen a 110°C durante 90 minutos.



A la solucion de csteres metilicos sc adicionan 2 volu-
menes de hexano y | volumen de agua. La mczeta se
agita por vibracion y s¢ toma Ia capa superior de hexano.
Se repite el proceso otras dos veees con dos volimenes
de hexano, los extractos reunidos se sccan sobre sullfito
anhidro. La disolucion sc filtra y se concentra en ratavapor
hasta un volumen pequciio que sc transficre a tubos de
fondo conico, donde sc cvapora a scquedad el disolvente
bajo atmésfera de nitrogeno. Estas mezclas de cstercs
mctilicos s¢ conscrvan a -20°C hasta ¢l momento de su
utilizacion.

La composicion de los esteres mctilicos de dcidos grasos
sc¢ delermina, con vn cromatografo de gases Hewlett-
Packard, modclo 5750, equipado con un detector de
ionizacion de llama de hidrogeno y columnas de acero
inoxidable de 2 m de longitud y 0.25 mm de diametro
interno,. rellenas de succinato de polietilenglicol al 20%
sobre Chromosorb W(80-100 mallas).

Las areas de los picos se determinan con un integrador-
impresor Hewiett-Packard, modelo 3370A.

Se opcra a 170°C, siendo las temperaturas del detector
e inyector de 250°C y 300°C respectivamente.

La entidad de los picos y la validez cuantitativa de las
concentraciones calculadas para los distintos dcidos grasos
se establecen por comparacion con patrones de csteres
metilicos de los diferentes acidos grasos.

Determinacion cuantitativa de las distintas clases dc lfpidos.

Se ha llevado a cabo por los tres métodos siguicntes:

Medidas gravimétricas.

El icido silicico correspondiente a cada clase de lipido
separadas por cromatografia en capa fina se transficre a
un tubo de vidrio de boca esmerilada B-29, con el fin
de proceder a su extraccion y determinacion cuantitativa.
La extraccion de triacilgliceroles y esteres de colesterol,
se rcaliza con cloroformo, la de acidos grasos libres y
diacilgliceroles con cloroformo/meltanol (2:1, v/v), y lade
fosfolipidos con mezdlas de cloroformo/metanol 2:1, 1:1
y 1:9 (v/v) y finalmente mctanol absoluto.

Valoracion de fosfolipidos.

Sc Hleva a cabo por ¢l método de Rouser y col. (1966).
El icido silicico en ¢l que van adsorbidos los fosfolipidos
sc translicre a un matraz Kjcldal que se calienta suave-
mente para climinar restos de disolventes cromatogrificos.
Sc adicionan 0.9 ml de acido perclorico al 70% y se
introduce ¢l matraz cn baio de arcna a 250-260"C durante
25 minutos, dejando enfriar a continuacion la mucstra a
temperatura ambiente. Se aitaden 7 mi de agua destilada,
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1 mil de solucidon de molibdato amonicoat 2.5% y | mh,
dcido ascarbico al 10%. El conjunto se calicnty o,,,, '
7 minutos cn bailo de agua hirviendo. La reacey,., .
deticne por inmersion cn badio de hiclo, se chny,,,, |
dcido silicico por centrilugacion y sc feen fas absort,,,, .
del sobrenadantc a 820 nm cn un colorimetro Coler o
Junior 11, modclo 6/20. Sc utiliza un blanco contenye, |
silicagel de una zona de la placa dc cromatografia Crersy
de tipidos.

Cromatografia de gases.

La dcterminacion cuantitativa de las clases de lpidi v
ha llevado a cabo asimismo mediante ¢l empleo de patyin
interno por cromatografia de gases segiin el métua (e
Chistic et al., (1970). Se utiliza a cste objcto dcido pents
decanoico (15:0) ya quec no esta presente cn 1os Acntin
grasos existentes en los lipidos constitutivos de C. capirarg
Los factores utilizados para ct cilculo de triacilgliccrnrs,
diacilgliccroles, monoacilgliceroles, 4cidos grasos ey
y fosfolipidos son respectivamente: 0.994, 1.054, 1 21y,
0945y 1.378.

Deslipidizacion de la enzima.

La deslipidizacion del sistema enzimético se realiza pot
fos métodos siguientes:

Disolventes orgdnicos.

Preparaciones de dcido graso sintetasa (2 mg/ml) s tratan
con los siguientes disolventes 0 mezclas de disolvenicy

a) Un volumen dc éter etilico, o mezclas de ¢ter
etilico/etanol en proporciones 3:1, 1:1, {:3 (v/v)ode
etanol a -10°C.

b) Nueve volimenes de acetona enfriada a -20°C.

¢) Cinco volimenes de etanol/acetona 1:1 (v/v), 0 te
etanol/éter etilico/agua 90:30:1 (v/v/v) a 4°C o Je
butanol a -10°C.

Fn todos los casos la mezcla sc manticne hajo ngitactin
magnética durantc 30 minutos. El precipitado oblenntn
se scpara por centrifugacion a 1 500 g durante 10 minutin
o por filtracion cn papel Whatman n.° |, repiticndine ol
proceso de extraccion sobre ¢l precipitado.

La destipidizacién con cloroformo/metanol 2:1 (v/¥)
realiza por ¢l método de Bligh-Dyer (1959), anlcrinrmente
descrito. En el caso de utilizar mezclas de disolveme’
detergente, cl tratamicnto sc llcva a cabo por el mpme
método emplcado con cl disolvente puro.



[.a fasc organica sc concenlra cn rotavapor, dclcrminé’m
dosc por ¢! método gravimétrico fa cantidad total de
lipidos extraidos. El residuo protéico solido sc somete a
distintos tratamicntos para su redisolucion, detallados cn
cl apartado de Resultados, y sc ensaya actividad de dcida
praso sinfetasa cn las condiciones cstandar de valoracion,
con extraccion final de lipidos con cloroformo/mectanol
271 (v/v).

Adicidn de lipidos.

La modificacion de la relacién lipido/proteina se lleva
a cabo con preparaciones de la enzima nativa.

Los lipidos cxogenos, lipidos totales o clases de lipidos,
se adicionan mediante sonicacion en el tampén estandar
de valoracion, durante 2 minutos a temperatura ambiente
en sonicador MSE (20 kc).

Tratamiento con detergent

Preparaciones del complejo multienzimdtico se tratan a
diferentes concentraciones, segun el ensayo, con colato
sodico, y dodecilsulfato sddico.

Previ te el dodccilsulfato sddico se purifica y recris-
taliza. Las incubaciones se tealizan en tampén fosfato
s6dico 0.25 M, conteniendo EDTA 2 mM y 2-mercaptoe-
tanol | mM, pll 7.5, a 37°C durante 10 minutos.

Obtencién del llpopolisacirido—''C de E. coli.

El lipopolisacirido se ha aislado y purificado de una cepa
de L. coli serotipo O11] a, Of11 b : K58 : H21 procedente
de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC), y
que se cultivdé en un medio que contenia glucosa—'‘C
como unica fuente de carbono. La extraccion del lipo-
polisacarido—"'C se realiza eri fenol-agua (Westphal, 1952).
1l lipopolisacarido—"*C asi obtenido presentaba una acti-
vidad espccifica de 2.23 pCi/mg.

Interaccién Acido graso sintctasa-lipopolisacarido de E. coli.

La protcina cn tampén fosfato potdsico 0.25 M, pil 7.5,
s¢ ha tratado con una disolucién de lipopolisacdrido de
E. coli (1 mg/ml) preparado recicntemente por agitacién
durante 10 minutos.

L cromatografia de penctrabitidad del complcjo lipopoli-
S ido-icido graso sintetasa sc Heva a cabo cn columnas
deScepharosa 68 (1x50 cm) cquilibrada con tampén fosfato
0.25 M, pll 7.5 recogiéndose fracciones de 0.6 mi.

Preparacion de dansiifosfatidiletanolaming (DPE).

La fosfatiditctanotamina s obticne de larva de C. caplitala
siguicndo cl método genceral descrito para ¢l aislamicento
de las distintas clascs de lipidos.

La dansilacion sc Heva a cabo por ¢l método de Gray
(1967). A 1 ug dc losfatidiletanolamina (P15) cn 200 ul de
bicarbonato sodico 0.2 M se anaden 200 ul de cloruro
de dansilo (2.5 mg/ml) cn acctona y Ia mezcla de reac-
cién sc incuba a 45°C durante 30 minutos. La reaccion
de dansilacion sc controla por cromatogralia en placas de
poliamida con dcido formico (1.5% v/v) como sistcma
dc desarrollo.

La purificacion dc la DPE sc lleva a cabo cn placas de
silica gel por cl mismo método ulilizado para ¢l fraccio-
namicnto de fosfolipidos. La DPE sc cluyc de la placa
con etanol.

Incorporacién de marcadores de flnorescencia.

Se prepara una disolucion 2x10™* M de 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH) en tetrahidrofurano, inmediatamente
antes de su uso; esta disolucion se diluye 1:100 con
tampon fosfato potisico 0.24 M, pH 7.5, conteniendo
EDTA 2 mM mediante fuerte agitacion durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Se obtiene una dispersién acuosa
dc DPH 2x107° M, fuorescente, clara y cstable, Un
volumen de disolucion del complejo acido graso sintetasa
(0.1 mg/ml) cn el mismo tampon fosfato sc incuba con
un volumen de la dispersion de. DPH, a diferentes tem-
peraturas y durante diferentes intervalos dc tiempo, con
agitacion constante. Para el marcaje dct complejo enzimd-
tico con DPE se utiliza el mismo procedimiento descrito,
empleando inicialmente DPE 2x107*> M en etanol.

Disociacion de fa proteina,

La disolucién se lieva a cabo por didlisis durante § horas
a 0°C frente a tamp6n Tris 5 mM, glicocola 35 mM, pH
8.4, conteniendo EDTA 2 mM y 2-mercaptoctanol | mM.

Preparacién del soporte cromatogrdfica.

El soporte utilizado para el fraccionamicnto dc la proteina
disociada es Cli-Scpharosa 4B activada con hromuro de
cianogeno. Dicho soporte sc lava primeramente con | litro
dc CINa 0.5 M, para climinar tas posibles moléculas de
lactosa y dextranos prescntes; a conlinuacion sc realizan
sucesivos lavados con agua destilada para climinar cl
cloruro sédico.

La Sepharosa- ¢ -aminocaproilpanteteina sc prepara por el
método de Lornitzo et al. (1975) incubando ¢l soportc con
la panteteina (1.5 pmol/lg de gel hitmedo) durante 18 horas
a tempcratura ambicnle y agitacién constantc mantcnicn-
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do cl ptl entre 4.5 y 6. Para la union del ligando al soporte
sc utiliza 1-ctil-3-(3-dimctilaminopropil) carbodiimida a
una concentracion final de 0.1 M. La pantetcina sc obticne
a partir dc pantctina por reduccion con amalgama de
sodio.

La panteteina unida sc ensaya mediantc hidrélisis alcalina
de 0.1 ml de Scy Usﬂ-c-;llll‘.llu\,(l|vl .', tetei lavada
con 0.01 ml de KON 0.1 N durante 15 minutos a tempera-
tura ambicate y posterior neutralizaciéon con 0.0l m! de
CIIE 1 N, valorando grupos -Sl! libres. El soporte con el
tigando unido se lava_con tamponcs alcalino y dcido de
alta concentraciéon (IM) y posteriormente se dan lavados
con agua destilada. El gel asi tratado se deposita en una

columna cromatografica (1x10 ¢m) y sc cquilibra con .

tampén Tris 0.1 M, fosfato potisico 0.1 M, pll 8.4 cay,
nicndo EDTA 2 mM y 2-mercaploctanol 1| mM,

Cromatografia de afinidad.

Se cargan cn fa columna de Scpharosa 3 mi de una gy,
lucién de protcina disociada (2 mg/ml) realizdndose 4,
clucién cn dos condicioncs sucesivas diferentes, primey,
mente a 0°C con tampén Tris 0.1 M, fosfato potdsico 0.y M
pll 8.4 contcnicndo EDTA 2 mM y 2-mcrc:|ploclnm.l.
1 mM y a continuacién con tampén Tris 0.1 M, fosfaie,
potdsico 0.1 mM, pll 10, contenicndo EDTA 2 mM y
2-mercaptoetanot 1 mM a 25°C. Sc recogen fracciones
de 1 ml.



RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de #cido graso sintetasa.

El proceso empleado en la purificacion del complejo
multienzimético dcido graso sintetasa del insecto C. capi-
tata proporciona una ‘enzima con actividad especifica de
77 unidades/mg. El rendi to del proceso es del 40 %
y la purificacién de la enzima de 180 veces. Estos valores
son esencialmente coincidentes con los previamente des-
critos para este sistema enzimdtico (Lizarbe, 1979; Muni-
cio et al., 1977).

Caracterizacién espectroscopica de dcido graso
sintctasa del insecto.

Considerando el caracter de los estudios a realizar sobre
¢t complejo multienzimitico asi como la metodologia
cmpleada, el primer requerimiento se centra en la carac-
terizacion espectroscopica del sistema nativo a fin de
cstablecer los adecuados parametros de referencia.

Espectro de absorcién ultravioleta.

En la figura 1 se recoge el espectro obtenido experimen-

talmente para la dcido graso sintetasa de C. capitata en

condiciones nativas. Como se puede apreciar, el incremento
de absorcion en la region de 350-310 nm, en la que una
cidena polipeptidica no presenta absorcion, indica la exis-
tencia de un’componente de dispersion. Por cllo, también
sc recoge en la figura 1 el espectro teorico calculado
considerando la lincaridad existente entse 1/1' y disper-
sion, tomando como base para la posterior extrapolacion
los valores de absorcion ¢n la zona cn la que Ia proteina
no debe absorber. Para clto se ha scguido un programa
de minimos cuadrados, determinindosc valores a cada nm.
Ll maximo de absorcion del espectro teorico aparece a
280 nm, encontrandose un hombro a 290 nm. Estos dos
hechos revelan una importante contribucion de residuos
te triptofano, que al pll al que se ha realizado el espectro,
nlEncutro, presentan la mayor aportacion unitaria de entre
los cromoforos aromiticos proteicos.

Figura 1. Espectro de absorcion de deido graso sintetasa de C. capitata.
(—=--) espectro experimental; ( ) espectro tebrico
considerando la dispersion (la escala en este caso es doble de
{a anterior).

Dicroismo circular.

En la figura 2 se recoge el espectro de dicroismo circular
de la dcido graso sintetasa de C. capitata en cl ullraviolcta
lejano. En las condiciones en las que se ha obtenido dicho
espcctro, la cnzima muestra su actividad total. Como se

. pucde obscrvar cxiste un minimo ccatrado a los 210 nm,

con un valor de -17700 gradosxcm’xdecimol”™' para la
clipticidad molar por residuo.

El andlisis de la cstructura secundaria de la cnzima, de
acucrdo con los parimetros de Greenficld y Fasman (1969),
proporciona una composicion de 43 % cn a-hélice, 26 %
cn cstructura 8 y 31% en ordenacion aperiodica (fig. 3).
Dichos parameltros de referencias sc determinan a partir
de los espectros de dicroismo circular de polilisina, poli-
péplido con un namero de residuos muy superior a 40.
Este tamaito molccular sc traduce cn que las cstructuras
helicoidales de poli-lisina sc pucdan considcrar como de
longitud infinita. Tenicndo en cuenta que la dependencin
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Figura 2. Espectro dc dicroismo circular en cl ultravioleta lejano de
dcido graso sintetasa de C. capitata,
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Figura . Espectro de dicroismo circular dc dcida graso sintetasa nativa
( -& )y ¢l calculado en base a una composicién de 43% de
a-hélice, 26% cadena estadistica ( 4 ).
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existente entre elipticidad de fa a-hétice y longin,, ae
cadena polipeptidice cn tal conformacién (Cheyy o
1974), sc ha procedido a analizar también Ia ey,
secundaria de a sintetasa del insecto de acuerdy .., . X
paramiclros de referencia de Chen ctal. (1974), . |
sideran dicha dependencia merced a la incluyy,, ey
paramctro n, nimero promedio de residuos por seyy,, ., |
helicoidal. Este tipo de anilisis sc ha realizadg ayy, o,
posibilidad de que los cambios conformacionales ..y,
cidos en la protcina, como consccuencia de los Hiting, g
tratamicntos, sc tradvzcan precisamente en una dig,, ’
cion de la longitud promedio de los segmentos helicitaie, -
Los resultados obicnidos en este caso son45% de a-hey,, ,
16% de cstructura B, 39% de cstructura apcritdica y o
n = 40 (fig. 4). Este valor dc n sc pucde considerar (.,
longitud infinita cn lo quc se reficre a la citada depend. n
cia de la elipticidad. Al presentar cl sistema objew 0
estudio longitud promedio de segmento helicoidal que 40
puede considerar de valor infinito, es por 10 que.amp,.
tipos de analisis conformacional de 1a proteina se realiz ey
segun los paramelros de Chen et al. (1974) a fin de evaly,y
posibles modilicaciones en cl valor de n.

"
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Figura 4. Especteo de dicrolsmo circular de dcido graso sintetit natine
calculado cn hase a una comp! on de A5% a-htlice, [T
cstructura B y 39% cadena cstadistica, n = 40.

Fluorescencia.

. . . il ’
Los cstudios de fluorescencia de protcinas sc han utifizad

. Jac 1]
en gran nimero de casos para cstablecer relacione



estructura-funcién cn estas macromoléculas. En general,
las proteinas presentan fluorcscencia intrinscea debido a
sus residuos de triptofano y tirosina, dependiendo las
caracteristicas de la emision fluorescente del microentorno
de estos residuos. Los cspectros de emision de la deido
graso sintctasa de C. capitata con cxcilacion a 280 y 295
nm aparccen en la figura 5. Ef cspectro de emision,
excitando a 280 nm, mucstra dos miximos, 340y 325 nm,
lo que indica una contribucion predominante de los resi-
duos dc triptofano (fig. SA). La presencia de los dos maxi-
mus parcce indicar 1a existencia de, al menos, dos familias
bicn definidas de residuos de triptofano. Estos miximos
dc cmision, 340 y 325 nm, presentan una notable desvia-
¢ion hacia el azul cuando se comparan con ¢l miximo de
emision del triptéfano libre en solucion acuosa (Ams.. 352
nm). Incluso ¢l miximo a 325 nm aparcce también
significativamente mas desviado hacia ¢l azul que el
miximo propuesto para la fluorescencia del triptoéfano
(330-332 nm) en un modelo de fluorescencia intrinseca
de protcinas en solucién acuosa (Burnstein et al., 1973).
A través de la posicion de estos miximos de emisidn se
pucde hablar de dos grupos dé residuos de triptofano en
un cntorno hidrofébico.

Previa excitacion a 295 nm, longitud de onda a la que la
absorcion debida a tirosinas es menor del 10% (Teale
1960), no se resuelve ta banda de emision, apareciendo
solamente un maximo centrado a 335 nm (figura 5B).
Considerando que la fluorescencia por encima de 380 nm
cs debida solamente 2 los residuos de triptofano, ambos
espectros, exitacion a 280 nm y 295 nm, pueden super-
ponerse en’ el intervalo de 380-400 nm. La diferencia de
cspectros después de la normalizacion, (fig. SC) revela
una débil contribucion de tirosina centrada a 310 nm.
Por todo ello, la fiuorescencia del complejo dcido graso
sintetasa del insecto presenta una contribucién predo-
minante de los residuos de triptofano, pese a que la
enzima posee una relacion tirosina/triptéfano de 2.9.

g
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Figura 5. Especteo de ecmisidn de Muorescencis de dcido graso simtetasa
nativa de C. capitata. Excitacién a 280 nm (A), y 295 nm (B)
y su difc ia despuds de Ia nor (C). Los cspectros
sc han realizado en tampén fosfato sédico 0.25 M y borato
sodico 0.1 M, pl1 7.5. La concentracién de proteina cs SO ug/ul;
temperatura 20°C.

Considerando que Ia enzima conticne una clevada pro-
porcion de residuos aromaticos, 5% det total de wminoa-
cidos, nsi como fa ausencia de translerencia de cnergin
pucsta de manificsto por los dos miaximos de cmision
claramente definidos, se pucde arpumentar ta existencin
de dos dominios de residuos aromiticos, topoldgicamente
independientes. Estos dos dominios son asignables a las
dos familias de residuos de triptofano con emisionces difc-
renciadas especlroscopic te. Tatl independencia topo-
logica surge del hecho de que a menos de 16 A se pucde
presentar transferencias de encrgia entre residuos aroma-
ticos (Chen ct al., 1969).

Polarizacion de fluorescencia.

El cstudio de'la potlarizacion de Nuorescencia intrinscca
de proteinas no cs de [cil interpretacion fundamental-
mente por a ausencia de datos al respecto en la biblio-
grafia. No obstante, debido a la naturaleza lipoprotcica
del sistema dcido graso sintetasa del insccto este cstudio
se ha considerado util, ya que permitira 1a cofrelacion de
parimetros estructurales con datos de movilidad intramo-
lecular de fos fluoréforos.

En fa figura 6 se recoge el espectro de polarizacidn dc
fluorescencia de la dcido graso sintetasa de C. capitata.
A 20°C como temperatura representativa para ¢l cstado
nativo el valor del grado de polarizacion (P) a 295 y 275
nm es 0.17 y 0.08 respectivamente.

Px10°

20}

T

16

12

1 1 1 1 ' 1 L
2560 270 290 310 nm
Figura 6. Espectro de polarizacién de fluorescencin de la sintetasa det
insecto a 20°C (- --—- ) y 60"C (—— — =) para cmisién a J40 nm.

La concenlracion de proteina es 0.05 mg/ml cn tampdn forfato
potasico 0.25 M, pll 7.5,
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Estudio topologico de los componentes
del complejo enzimdtico.

Para realizar este estudio se ha considerado como referen-
cia los residuos de lirosina y triptofano, ya que en definitiva
son los anicos que perniiten una valoracion directa en cl
seno del complejo enzimitico. Iil estuiio. relativo al entor-
no de los residuos de tirosina se ha tHevado a cabo por

nitracion, y ¢l dec los residuos de triptofano mediante

“qucnching” de su emision de fluorcscencia. El sistema
lipido-protcina sc ha cxaminado mcdiantc medidas de
fluorcscencia, tanto extrinseca como inlrinscea, conjuga-
das con ¢l empleo de detergentes y tratamicntos térmicos.

Influencia de la temperatura.

El complejo enzimiltico dcido graso sintetasa de C. capitata
experimenta una transicion conformacional de caricter
cooperativo como consecuencia del incremento de la tem-
peratura. Tal transicion estructural ¢s paralela a la que
experimenta la actividad cnzimatica (Gavilanes et al.,
1981). Por este motivo se ha estudiado este efccto a nivel
de la distribucion de lipidos en cl sistema.

En 1a figura 6 se recogen los espectros de polarizacion a
20°C y. 60°C como temperaturas represcntativas de los
estados nativo y desnaturalizado. El incremento de tem-
peratura se traduce en un dcscenso en el valor de P de
0.10y 0.02 a 295 y 275 nm respectivamente. Considerando
que la contribucion de tirosinas a la absorcién_.de. la
proteina a 295 es infeiior al 10%, estos resultados indican
un elevado incremento de libertad rotacional para los
tesiduos de triptdfano, como consecuencia del proceso de
desnaturalizacion térmica siendo el citado admento de mo-
vilidad muy inferior para los residuos de tirosina. Este
resultado sugierc una cspecificidad en la distribucion def
componente lipidicc lo que s¢ manifiesta a nivel de fa

FLUORESCENCIA
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Figura 7. Variacion de ba emision de fluorescencia a 380 nm cn funcion

de Ia temperatura. La concentracién de proteina es 0.05 mg/ail
en tampon fosfato potasico 0.25 M, plt 7.5,
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difcrente inflluencia de la temperatura sobre ta movilidad
de los cromoloros aroniticos.

Asimismo sc ha considerado cl cfecto de In temperatura
sobre la fluorescencia intrinscea de la proteina. En la
ligura 7 sc recoge cl resultado de dichos tratamicntos.
Piten esta represemtacion se ha considerado la emision de
fluorescencia a 380 nm, dchida a que a dicha longitud
de onda sc pucde considerar que Ia emision de la protcina
se debe Gnicamente a los residuos de triptafano. Gally
y LEdcimam (1964) encucntran un 50% de descenso en la
cemision para triptofano libre, en el intervalo de 25°C a
50"C. El dcscenso obscrvado, en el mismo mirgen de
tempcraturas, para la dcido graso sintetasa cs solamente
del 27%. Este dato indica claramente la proteccion cjercida
por ¢l componente lipidico sobre los residuos de triptod-
fano, lo quc pucdc interpretarse en términos de un cardcter
interno de tales residuos cn la matriz de la lipoproteina,
de acuerdo con los resultados observados previamente.

FLUORESCENCIA RELATIVA
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Figura 8. Espectros de emisién de de la enzima de C. capi-
tata rcgistrados a 20°C tras dicz minutos de incubacién a
difercntes temperaturas, 20°C (
| GEEEEE ). Especiro de diferencia, calculado a partir de los obte-
nidos a 37 y 60°C (- ~—-). La concentracion dc proteina cs
de 0.05 mg/mi en tampodn fosfato potisico 0.25M, pH 7.5.

A fin de considerar ¢l posible caricter reversible de Ia
modificacion, se han estudiado los espcctros de fluores-
cencia a 20°C tras incubacion a difercnles temperaturas.
En la figura 8 sc¢ rccogen fos espectros ohlcnidos a
20°C tras incubacién durantc diez minutos a diferentes
temperaturas. Estos cspectros no revelan una variacion
significativa como consccuencia del tratamicnto térmico.
Sin embargo, la cnzima presenta una transicion térmica
a 50°C cn cstructura sccundaria (Municio ct al., 1981).
Ambos resultados sugicren quc fa temperatura origina un
cambio conformacional pero mantenicndo una proteccién
de los ftuordforos peptidicos por parte del componente
lipidico. Asimismo cn la figura 8 sc recoge e espectro
de diferencia caladado a partir de los datos obtenidos en
fos tratamicntos a 37°C y 60°C. Como puedc apreciarse,
pesc a tratarse de una variacion muy pequciia la producida,
afecta esta a fa emision a 320 y 340 nm, sicndo mayor cl
“quenching” estructural para la cmision a 320 nm. Asi los
triptofanos situados en cntornos de menor polaridad sc
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ven afectados cn mayor proporcion cn su microcntorno
como consceuencia del tratamiento térmico. Todos cstos
datos abundan cn la idea de Ia existencia de difcrentes
Jdominios de intcraccion lipido-protcina,

Nitracion del complejo enzimatico.

1.a figura 9 presenta el grado de nitracién dc las tirosinas
del complejo dcido graso sintetasa cn funcion del cxceso
molar de reactivo. La modificacion mixima sc obticne
alrcdedor de un exceso 10 M de tetranitromcetano sobre
¢l contenido de tirosinas; a esta concentracion, los porcen-
tajcs molarcs de ambas, tirosina y nitrotirosina, son de
0.6 y 3.4 respectivamente. El alto grado de modificacion
y ¢l caricter hidrofébico del reactivo sugicren que los
residuos de tirosina pueden estar implicados en unentorno
apolar formado por el componente lipidico del sistema.
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Ikura 9. Contcnido en 3-nitrotirosina frente al exceso molar de tetrani-
trometano. Los valores cstan referidos al contenido en tirosina
en Ja enzima nativa (100%).

Avctin de detergentes.

A fin de obtener mayor informacion sobre fa naturaleza
del entormno de los grupos de triptdfano y tirosina en el
wwtema tipido-proteina, se ha estudiado ¢l cfecto del
tolato y del dodecilsulfato sodicos. El colato sédico no
alecta la estructura de la cnzima micntras que ¢l dodecil-
sulato siddico (S1S) disocia el complejo.

La proteina tratada con dodccilsulfato sodico al 0.1%
(w/v) mucsira misimos dc cmision de fluorescencia a
365, 345 y 310 nm (fig. 10 A). La protcina tratada con
con colato al 2% (w/v) mucstra dos méiximos a 360 y 345
nm y un hombro a 310 nm (fig. 10B); ¢n ambos casos sc
ponc de manificsto la existencia de dos tipos de pobla-
cioncs de triptoéfano. Sin ecmbargo, ¢l desplazamicnto de
la cmision hacis el rojo por el tratamicnto con detergentes
indica un incremento local cn la polaridad para ambas
familias, mas alta para ¢l SDS quc para ¢! colato. El punto
medio de csic proceso ticne fugar con dodecilsulfato
sodico al 0.001%. La representacion de los cocientes
Fno/Fi600 Fis/Fyeo frente a la concentracion de SDS
mucstra la cxistencia de una transicidn conformacional a
esta concentracion de dctergente. Asi pucs, las transicio-
nes inducidas por SDS en los difcrentes niveles estructu-
rales y el “quenching” obscrvado para los residuos de
triptofano por el tratamiento con detergentes, pucden
deberse a l1a mayor exposicion de cstos residuos cn las
cadenas polipeptidicas disociadas.
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Figura 10. Espectro de emision de fluorescencia de deido graso sintetasa
nativa y en presencia de SDS (A) at 0.1% (w/v) y colato sédico
(B) al 2%. Excitacion a 280 nm. El espectro cstd registrado a
20°C y 1a concentracion de proteina es de 50 pg/mi en tampén
fosfato sodico 0.25 M, pHt 7.5.

En presencia de colato sddico se ha observado un inter-
cambio entre el detergente y los fosfolipidos (Lizarbe,
1979). Los estudios de Muorescencia incrementando la
concentracion de colato muestran una transicion confor-
macional con un punto medio a una concentracion de
0.5% (w/v), en consecuencia con el descenso de la aclivi-
dad enzimatica inducido por colato.

Con estos datos, ¢l desplazamicnto de 1a cmision hacia
¢l rojo indica que los losfolipidos proporcionan un entorno
mis hidrofohico para los residuos de triptéfano que cf
colato (fig. 10). Dado quc la cstructura sccundaria no sc
modifica por colato, ¢l intcrcambio fosfolipidos-detergente
modifica 1a cstructura teeciaria del complcjo. Este hecho
soporta lu idca de que los fosfolipidos son csenciales pars
Ta conformacion naliva, creando interacciones hidrofobi-
cas especilicas que no podrian scr sustituidas cn cl sistema
lipido-protcina por moléculas incluso de similar hidrofo-
bicidad.



Influencia de acrilamida.

Para cstudiar la heterogencidad de Ia fluorescencia de
triptafanos, sc ha seguido el clecto de “quenching” cjercido
por la acrilamida. La acrilamida cs un cficiente agente de
“quenching” de derivados indolicos y s capaz de penetrar
cn fa matriz proleica interaccionando con residuos de
triptofano (Eftink y Ghiron, 1976).

La dcido graso sintetasa nativa ha sido tralada con acrila-
mida hasta una concentracion final de 0.6 M. Para considcrar
s6lo 1a emision dc triptofano, las mucstras s¢ han cxcitado
a 295 nm. La figura I representa ¢l “quenching” por
acrilamida de la fluorescencia de triptéfano cn el complejo
cnzimatico. Se ha representado:

Fo/F = 1 + K((Q) Donde:
Fo y F son respectivamente las inten-
sidades de fluorescencia a 340 nm en
ausencia y en presencia de acrilamida
a una concentiacion (Q).
Kq ¢s 1a constante de “quenching”.
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Figura 11. Representacion del “quenching™ por acrilamida. Los puntos
son las i i xperi idas a 20°C y 340

nm con excitacion a 280 am. Los datos estin ajustados por el
método de minimos cuadrados.

El valor de Kq calculado graficamente es 2.19 M™'. Este
resultado cs consistente con 1a prescncia de residuos de
triptéfano ocultos en cntornos no polares (Eftink y Ghiron,
1976). El “quenching” por acrilamida va acempafado de
un desplazamiento hacia cl azul en la banda dc emision
y dc auscncia de resolucion en distintas contribucioncs
de triptolano. En presencia de acrilamida 0.6 M aparcce
solo un maximo a 325 nm. Bl desplazamicento hacia cl
azul se pucde interpretar como debido al menor “quen-
ching” de los residuos de triptofano en entorno mas hidro-
fobico (contribucion a 325 nm). Este dato de “quenching”
corrobora ¢l hecho de la existencia en la dcido graso

28-

sintetasa de C. capitata dc, al menos, dos poblaciones
diferentes de residuos de triptdfano, localizados cn entor-
nos de diferente polaridad.

La auscencia de desplazamicnto hacia ¢l rojo, indica que
no sc ha producido desnaturalizacion de Ia proteina, pucs,
de producirse csta, daria como resultado una exposicion
mayor dc los residuos de triptofano.

Fluorescencia extrinseca.

El 1,6-difcnil-1,3,5-hcexatrieno (DPH) cs un marcador de
fluoresccncia hidrofobico usado ¢n estudios de regiones
no polares de cstructura lipidica. Asi pues, ¢l DPIT pucde
scr un buen marcador dc fluorescencia extrinscea esencial-
mente para los triglictridos del complcjo dcido graso
sintetasa.

El papel cspecifico de los fosfolipidos, tanto en la con-
formacion como en la actividad enzimatica del complcjo,
se ha estudiado usando dansilfosfatidiletanolamina (DPE)
como marcador de fluorescencia, ya que la DPE se incor-
pora prefercntemente en lipidos enlazantcs de proteinas
unidas a membrana, (Gupte ct al., 1979). El grupo dansilo
sirve para detectar los cambios estructurales producidos.

Los resultados de incorporacion de estos marcadores
(figura 12) indican que el sistema DPIl-sintctasa alcanza
una posicion de saturacion que no se afecta por la con-
centracion de proteina ni de marcador. Este sistema se
satura con 10 pM dc DPH a una concentracion de proteina
de 15 pg/ml. A cada concentracion de proteina la cantidad
de DPH incorporada por la lipoproteina depende sélo de
fa concentracion de DPII. Esto sugierc que la cantidad
de DPH unida por el complejo depende del namero de
vesiculas de DPH de tamaio necesario para su solubiliza-
ciébn en el complejo cnzimdtico, ya que el tamaiio es
dependiente de la concentracion de marcador.

Por otro lado, DPE no alcanza esta situacion ¢n el mismo
margen de concentraciones. Estos resultados indicarfan
que la solubilizacion de la DPE es mayormente depen-
diente del entorno hidrofébico solubilizante, micatras que
el DPH es cn mayor medida dependiente de un factor
tamaiio. i

En Ia figura 13 se dan las curvas de incorporacion dc DPE
y DPi1a 20°C., 25°C., 37°C.,45"C y 60°C. La incorporacion
de ambos marcadores ¢s dependicnte de fa temperatura,
La presencia de ambos marcadores cn ¢ sistcma lipopro-
teico manificsta un aumento de fluorescencia con una
cindtica dc primer orden, alcanzando un cquilibrio después
de 10 minutos a cada temperatura. Cuando se mezcla
marcador y complcjo sintctasa, la incorporacién del mas-
cador incrementa con fa temperatura de incubacion. Los
valores dc¢ incorporacion a difcrentes temperaturas apare-
cen cn la tabla IV, La incorporacion de DPI y DPE se
incrementa 2.4 y 1.7 veces, respectivamente, en el intervalo
20-60"C. A 20°C, Ia incorporacion de DPIl y DPE cs
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independiente det ticmpo. El cacicter hidrofdbico del
compongente tipidico del complejo disminuye ¢l cfecto de
“tuenching™ que cl disolvente ejerce sobre e marcador
¥ esto explica el incremento de intensidad de fluorescencia.
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Figura 12. Incorporacién de DPH ( -e- ) y DPE ( -@- ) en dcido graso sintetasa. La Nuorescencia se mide a 20°C después de 30
minutos de incubacién & 37°C. La intensidad de fluorescencia se obtiene para emision a 425 nm y excitacion a 365 nm.
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(A). Las concentraciones de marcador son respec-

tivamente 30 yg/mi y 10 uM. Valores miximos de Fays para DPU( —®- ) y DPE( - @ ) incorporados cn deido gruso sintetasa

y contenido cn a-hélice de Ia enzima frente a la lemperatura ( —a- ) (B).

Los cstudios de desnaturalizacion térmica mucstran un
descenso en ¢l contenido en a-hélice y actividad cnzim4-
tica cn cl intervalo 20-60°C. Cuando sc cstudia la intensidad
de Muorcscencia como indice del marcador incorporado
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Tobla 1V. Yelocidud de incorporacion de DPIT y DPE en
el complejo acido graso simtctasa de C. capitata
a difcrentes temperaturas.

temperatura (°C) DPI(s”") DPEGY
37 55x107* 63x107
45 ©8.2x107? 62x10°
60 10.0 x 107 63x107

frente a la temperatura, sc obscrva una transicion térmica
(fig. 13). La excitacion a 280 y 295 nm para ¢! sistcma
DPH-sintetasa mucstra un méaximo de cmision centrado
a 445 nm. Este maximo corresponde a la banda de emision
del DPH. Estos resultados indican la cxistencia de trans-
ferencia entre grupos indolicos y DPIL. Estudios similares
en el complejo DPE-sintetasa no revclan la existencia de
una banda de cmisién en esc intervalo de longitudes de
onda. Jonas (1977) ha estimado un intervalo dc distancias
entre 23 y 66 A para que exista transferencia de energla
entre donadores inddlicos y DPH en lipoprotcinas de
suero, con lo cual la distancia entre residuos de triptéfano
del complejo sintetasa y moléculas de DPH es mcnos de
66 A. Dado que no existe transferencia de energia para
el sistema DPE-sintetasa, estos resultados pueden inter-
pretarse en (érminos de una mayor proximidad entre
residuos DPH y grupos inddlicos que entre moléculas de
DPE y la misma clase de residuos.

Microviscosidad.

De los estudios de polarizacion de fluorescencia a concen-
tracion saturante de DPH se obtiene un valor para la
microviscosidad intrinseca de 5.4 poise a 20"C dc¢ acuerdo
con la ecuacion n = 2p/(0.46-p) (Rossenen ct al, 1979)
donde p es el grado de polarizacion de fluorescencia
expresado en poise.

La polarizacion de la emision de DPE es insignificante en
las condiciones del ensayo. Estos resultados reflejan una
mayor movilidad para los sitios de solubilizacion dc la
DPE que para los del DPH.

Por tanto, los datos de fluorescencia del complejo dcido
graso sintetasa son consistentes con la prescncia de dos
famiilias de residuos de triptéfano cn la matriz. del com-
picjo. Este hecho sc pone de manificsto cn todos los
espectros realizados bajo difercntes condicionces, incluso
emplcando Ja enzima disociada, lo que permite suponcer
fundadamente Ia cxistencia de dos dominios polipeptidicos
cn ¢l complcjo. Dado que ¢l complejo enzimitico conticne
abundantes residuos de triptéfano (1.28% molar) la cons-
tancia cn fa diferencia cntre ambos grados de cxposicion
para fluordforos de triptéfano podria indicar dos cadenas
polipeptidicas difercntes o cntornos que originan dos
dominios lipidicos dilcrentes.
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En cualquier caso, la dcido graso sintctasa de C. capitata
scrin una cstructura no simétrica, ya que aparccen dos
tipos dc fluorcscencia.

De fos tratamicntos con detergentes se pucde concluir ¢l
papel especifico de los fosfolipidos cn ¢l soporte confor-
macional dc la enzima a través de interacciones polarcs
¢ hidrofobicas. Asi, cuando los fosfolipidos sc intercam-
bian por detergentes se modifica la estructura lerciaria,
incluso en presencia de colato guc no afecta ni a la estruc-
tura sccundaria ni a la cuaternaria. Los cstudios de fluo-
rescencia gxtrinscea indican que para cada concentracibn
dec DPH sc alcanza un valor saturante, indicando la exis-
tencia de sitios especificos para la solubilizacién del DPH
dependientes del tamaiio. Teniendo en cucnta la compo-
sicion lipidica dcl complcjo a una concentracion de enzima
ng/mil con unu saturacion de 10 yM de DPIE corresponde
una concentracion de cadenas acilo de 27 pM, la saturacién
del sistcma a 20°C presenta una relacién cadena de
acilo/DPH de 2/3. Por otro lado los datos de incorporacién
de DPH y DPFE abogan por el hecho de que los lpidos
no cstan distribuidos al azar en la matriz enzimdtica. El
caricter interne de los residuos de triptofano en el com-
plejo enzimatico y la transferencia de energia entre los
grupos indolicos y el DPI1 sugieren una localizacibn
interna para los sitios de solubitizacion de este marcador.
Dado que ¢! DPH se distribuye mayormente dentro de
los triacilgliceroles, estas moléculas podrian constituir el
nucleo lipidico en ¢l complcjo. Por otro lado, al no obser-
varse transfercncia de cnergia entre grupos indélicos y
DPE, el caricter interno de los residuos de triptofano y las
cabezas polares de la DPE podrian sugerir una localizacién
mds superficial para los sitios de solubilizacion de este
marcador.

El papct especifico de la foslatidiletanolamina en la acti-
vidad enzimatica indica que los fosfolipidos no estin
distribuidos al azar en el complejo, significindose la
implicacion de la fosfatidiletanolamina en la conformacién ~
del centro aclivo, con una localizacion superficial.

El incremento en la incorporacion de DPH con 1a tem-
peratura es supcrior al obscrvado para sistemas DPH;
membrana bioldgica (Hubbart y Garrat, 1979). Este hecho
indicaria un mayor dinamismo molccular para cl complcjo
cnzimitico. Sin embargo, a pesar de la alta proporcién
de triglicéricos presentes en la sintetasa, cl valor de la
micraviscosidad intrinscca obtenido para el sistema DPI-
sintctasa cs similar al obtcnido para las HDL de¢ suero
(Jonas, 1977). ENo indicaria una cstructura muy organizada
para la matriz lipidica dcl complcjo, pese a su elevado
contenido cn triacilgliceroles. En favor de estc hecho habla
¢l quc ¢l aumento de incorporacion ocurre cn ¢l mismo
intervalo de temperaturas que la desnaturalizacion térmica,
pudicndo ser procesos concomitantes la transicion de fase
dc Ia fasc tipidica solubitizante dc! DPH y la desnaturaliza-
cion térmica del sistema.

Todos cstos datos realirman la especificidad del compo-



nente lipidico en cl complcjo, a la vez que destacan el
hecho de ser una estructura mis ordenada de lo que la
simple composicion pudicra hacer suponcr, pese al dina-
msmo molecular inherente a toda asociacion lipidica.
Picho orden se manificsta a nivel de los dos dominios
de ordenacion claramente definidos.

- Funcion de los+fosfolipidos cn la estructura de la enzima,

Tados los datos acumulados acerca del complejo dcido
praso sintetasa del insccto mucstran un papel preponde-
rante de los fosfolipidos en las rclaciones estructura-
tuacion del sistema. De los datos hasta ahora descritos
se deduce vna ordenacion especifica, lo que se traduce
en una cstructura asimétrica con dos dominios difcren-
ciables espectroscopicamente. En un orden légico de
razonamicnto, el siguiente punto a tratar seria la funcion
estructural de las distinlas clases de lipidos y su relacion
con la actividad del complejo. Sin embargo, este estudio
hay que reducirlo, al menos en los niveles actuales de
conocimicnto, al caso de los fosfolipidos, hdbida cuenta
del dificil abordaje de los triglicéridos por su mayor pro-
porcion y menor reactividad especifica.

La influencia de los fosfolipidos en el sistema se podria
considerar si se consiguiese una forma carente de tales
moléculas. El problema se establece a este nivel. Si se
cmplean tratamientos deslipidizantes convencionales,
cstos resultan poco especificos y los cambios observados
no son asignables sélo a los fosloglicéridos. Si se emplean
tratamicntos lipoliticos, los lisoderivados resultantes tam-
bi¢n cjercen su correspondiente influencia.

El tratamiento experimental para abordar dicha influencia
se baso en los hechos siguientes: Cuando la dcido graso
sintetasa de C. capitata se incuba a temperatura ambiente
y baja fuerza idnica (tamp6n fosfato sodico 0.01 M, pH 7.5),
s¢ observa un marcado descenso de la actividad enzimética.
in la tabla V se presenta la variacion de actividad enzimd-

tica a esta concentracion de tampon fosfato, asi como a-

unit cncentracion de fosfato 0.4 M, pH 7.5, utilizada como
control,

Después de 10 horas de incubacion a baja fuerza idnica,
I aclividad remancnte cs 2% del valor a tiempo cero; sin
embargo, el control exhibe un 87% de actividad para cf

mismo_ticmpo dc incubacion. Cuando ¢l complejo enzi-
mitico nativo sc cromatografia en una columna, de
Scphadex G-25 mcdium (4.6x50 ¢m), cquilibrada cn
tampon fosfato 0.01° M, la sintetasa sc inactiva cn la
misma cxtension que después de 10 horas de tratamicnto
a baja fucrza ionica.

Tenicndo en cucnta fa dependencia de la actividad enzi-
matica con ¢l contenido lipidico, la inactivacion podria
dcberse a la pérdida de lipidos. Cicrtamente, ambos trata-
micntos, envcjccimicento de la enzima y cromatogralia de
penctrabilidad a baja fucrza idnica, liberan lipidos de la
tipoprotcina nativa. En 1a tabla VI se mucestra ¢l conlenido
de la enzima nativa y de 1a cnzima deslipidizada en las
distintas clases de lipidos después de los tratamicntos
citados. La diferencia mas significativa radica en cl conle-
nido en fosfolipidos. La pérdida de fosfolipidos en la
molécula da como resultado la inactivacién del complejo.

Tabla VI. Composicién lipidica del complejo dcido graso
sintetasa nativo y parcialmente deslipidizado.

Enzima PG FFA DG TG
Nativa - 5.0 238 10.0 822
No-activa 0 20 87 724

Valores refcridos al total de lipidos de la enzima nativa.

Los valores se dan como porcentaje de fosfoglicéridos (PG),
&cidos grasos libres (FFA) diacilgliceroles (DG) y triacilglicero-
les (TG).

Esta deslipidizacion selectiva, dependiente de la fuerza
ionica, no tiene lugar ni con disolventes organicos como
acetona o cloroformo/metanol ni con tratamientos lipoli-
ticos. Dado que el tratamiento con colato sédico al 1%
(w/v), que produce el intercambio colato-fosfolipidos
permanecciendo intacta la estructura secundaria de la
proteina, no puede explicar ¢l papel cstructurat de los
fosfolipidos, se ha estudiado el complejo enzimitico dcido
graso sintetasa parcialmente deslipidizado para observar
dicha funcion. V

Aparte de su influencia sobre la actividad cnzimitica, los
fosfoglicéridos ejercen un efecto considcrable sobre la

Tabla V. Actividad de dcido graso sintetasa a Yo largo dcl tiempo a dos concentracioncs de tampén fosfato (pl1 7.5).

Ticmpo (min.)

Tampén 0 30 60 120 300 600
0.4M 433 4333 433 4.3 39.16 31.60
001 M 4333 307 32.00 18.83 517 0.83

La actividad se da como nmol dc acido graso sintclizado per mg de protcina.



cstructura sccundaria, La figura 14 mucstra cl cspectro
du dicroismo circular de la cnzima nativa y de la cnzima
no activa, parcialmente deslipidizada. Como ya sc ha
comentado anteriormente, cl analisis conformacional
resultante de los datos de dicroismo circular puede reali-
zarse por dos métodos. Uno de cllos utiliza polipéptidos
sintéticos como modclos para las tres conformaciones
(Greenficl y Fasman, 1969), micntras que cl otro utiliza
ct conocimicnto tridimensional para cl espectro de dicrois-
mo circular (Chen ct al., 1974).
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Figura 14. Espectro de dicroismo circular dc deido graso sintetasa en su
forma nativa (A) y parcialmenie deslipidizada (B). Valores
teoricos basados en la estimacién de estructura secundaria
dados cn la tabla VIl para la enzima nativa ( -=- ) y parcial-
mente deslipidizada (- ).

La hélice de los polipéptidos sintélicos dec afto pcso mo-
Iccular es dilerente de la hélice de los pequciios segmentos
en cl seno de una proteina, ya que ¢l espectro de dicroismo
circular es dependiente de Ia longitud de 1a cadena. Asi
pucs, de acucrdo con la dependencia de fa longitud de la
cadena, ¢l valor referencia de clipticidad dcberia ser:

Of = 67 (1-K/n) Donde:
n es el nimero promedio de residuos
por secgmento helicoidal.
K c¢s una constante dependicnte de
1a longitud de onda.
~ representa una hélice de longitud
infinita.
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El anilisis del espectro de dicroismo circular, de acuerdo
con cste método, aparcce cn a tabla VI, La sintclasa
nativa tienc una cstructura helicoidal en largos scgmentos
con un promedio de 40 residuos por segmento de acucrdo
con dicho anilisis. EI valor obtenido para n en la enzima
nativa ¢s cquivalente a una hélice de Tongitud infinita
porque la dependencia de la clipticidad con Ia longitud
de la cadena alcanza una mescta a n = 40 (Chen ct al.,
1974). Este hecho sc corrobora con ¢l método de Greenfict
y Fasman (1969) guc considera hélices de longitud infinita
de polipéplidos sintéticos dcbido a sa clevado peso
molccular.

Tabla VII. Estructura sccundarla del complcjo dcido graso
sintetasa nativa y parcialmente deslipidizada.

Enzima a-hélice  estructura B esln!:’:hfn
aperiodica
Nativa . 45 16 39 40
No-activa 3o 25 45 7

La estructura secundaria de la enzima nativa de acuerdo
con el método de Chen et al., (1974) es de 43% de a-hélice,
26% de estructura 8 y 33% dc estructura aperiodica,
valores semejantes a los ya oblenidos con anterioridad.

De los resultados de la tabla VII se puede observar una
variacion estructural en la cnzima no activa, referida a un
pequeiio descenso en el contenido en «-hélice (30% frente
a 45% en la enzima nativa) pero con una importante
disminucion dcl valor de n (longitud infinita an = 7 para
fa enzima no activa).

Asi pues, la deslipidizacion parcial tiene como resultado
esencial un descenso en cl numero promedio de residuos
por scgmento helicoidal. Las moléculas de fosloglicéridos
podrian cstar implicadas cn ¢l mantenimiento de la con-
formacion hclicoidal de pequenas regioncs de la cadena
polipcptidica. Asi, los fosfoglicéridos no incrementan
notablemente et contenido helicoidal de 1as lipoproteinas,
pera podrian incrementar la longitud dc los scgmentos
helicoidales eslabilizando regiones entre segmentos cn
conformacion helicoidal (fig. 15). Tal incremento en longi-
tud es consistente con ¢l ordenamicnto modclo de fa hélice
anfipitica, cn la que los residuos polares podrian distri-
buirse cn una cara de la hélice oricntados hacia fa fase
acuosa micntras que los residuos no polares, situados en
la cara opucsta, podrian estar ocultos en ¢} nicleo hidro-
fobico de la lipoprotcina. (Scgrest et al, 1974). De acuerdo
con esta tcoria los fosfolipidos mantendrian la ‘e-hélice,
siendo cl contenido helicoidal de una proteina dependiente
de su asociacion con fosfoglicéridos. En cl caso de la dcido
grasa sintetasa, los fosfolipidos sustentarian regionces heli-
coidales cntre [ragmentos de a-hélice, provocando asf un
aumcnto cn la longitud de los scgmentos en a-hélice.

Ll hecho de que os fosfogliccridos no s6lo mantengan



hétices anfipdticas sino que scan también factores que
incrementan Ia longitud de la hélice, explica que un na-
ntero pequeio de moléculas de fosfolipidos suponga una
maodificacion tan importante de la funcion de la proteina,
va que esas pequeias regiones podrian participar cn los
sitios activos de la molécula,

Figura 15. Modelo propuesto para el papel estructural de los fosfoglicé-
ridos en la dcido grase sintetasa deinsecto: (A) region helicoidal
en la enzima nativa: (B) la misma region después de liberarse
foslolipidos; Ia region no-h idal podria estar estabilizada
por fosfolipidos en la enzima nativa.

Relaciones estructura-funcién y su dependencia con
tos fosfolipidos del sistema.

Los resultados obtenidos con la enzima parcialmente
deslipidizada muestran la funcion estructural de los fosfo-
linidos. La conclusion se refierc al mantenimiento de fa
vstructura helicoidal en pequedas regiones en a-hélice.
L esenciafidad de los fosfolipidos para la actividad enzi-
mitica podria explicarse, como se concluye cn el apartado
anterior, si csas pequenas regiones cstabilizadas por los
Instulipidos se cncontrasen relacionadas con los sitios
activos de fa enzima. A fin de estudiar esta posibilidad se
ha considerado el efecto del lipopolisacdrido de las parcdes
de Excherichia coli. EI fundamento de este estudio se basa
o1 las especiales propicdades de cste tipo de sustancias.
¥ st deserito que estos lipopolisaciridos pucden atravesar
elicutas de fosfolipidos, fundamentatmente de fosatidil-
lanolaming, de forma que fa climinacion del fosfogli-
¢ 1o de una membrana podria participar en ¢ mecanis-
1 ded efecto endatdxico. (Romeo ct al,, 1970). En cual-

quicr caso, s¢ acepta gencralmente que tal interaccion
ticne lugar a nivel de fosfatidiletanolamina, precisamente
la clasc dc fosfolipidos csencial para la actividad del com-
plcjo enzimitico del insccto (Gavilanes et al., 1979).

Ef cleclo de ta endotoxina de E. cofi sobre la estructurn
y Ya actividad dc Ya dcide graso sintetasa aparcce cn la
figura 16. Tenicndo en cucnta cl alto contenido en a-hélice
de a protcina, la clipticidad a 220 nm cs un parametro
que define sulicientemente la estructura proteica, En la
representacion de 9310 en funcion de fa relacion cn peso
tipopolisacirido/cnzima, s¢ observan dos minimos cn ¢l
valor absoluto dc O1o a relaciones lipopolisacarido/Zacido
graso sintctasa de 0.2 y 2.0. El primero de cstos minimos
va acompafiado dc un ¢ o paralclo dc la actividad
enzimatica. Tenicndo c¢n cuenta los datos descritos en la
refacion fosfatidiletanolamina-lipopolisacirido (Romco ¢t
al., 1970) y que la actividad de la dcido graso sintetasa de
C. capitata es espccialmente dependiente de csta clase de
fosfolipido (Gavilanes et al., 1979), la variacion scitalada
podria explicarse como una liberacion de este fosfolipido
del complcjo enzimdtico con la pérdida de sus propicdades.
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Figura I6. Efccto de 1a endotoxina de E. coli sobre dcido graso sintetasa:
( & )Ouy( + ) jes de activi iméti

E1 espectro de dicroismo circular obtenido para una rela-
cion lipopolisacirido/sintetasa de 0.2 aparece cn la figura
17. En 1a estimacion de la estructura secundaria a partir
del espectro aparece un descenso de 40 a 20 cn cl valor
del nimero de residuos promedio por segmento helicoidal,
ello esta de acucrdo con el papel estructural propuesto
para los fosfolipidos incrementando la longitud de los
segmentos helicoidales. El espectro de dicroismo circular
del complejo a una relacion lipopolisacirido/cnzima
supecrior a 0.2 (fig. 17) indica cambios estructurales basados
en un incremcnto en el valor de fa clipticidud a 210 nm.
hecho que podria indicar un incremento en cl porcentaje
de estructura aperiddica. -

Con ¢l fin de verificar 1a intcraccion lipopolisacirido-
enzima s¢ ha estudiado ¢l comportamicnto de ambos
componcntes y su asociacion por cromatografia de
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Figura 17. Espectro de dicroismo circular de dcido graso sintetasa en
presencia de lipopolisacirido (LPS) de E. cofi: (A) enzima
nativa; (B), (C) y (D) a una relacion ¢n peso LPS/enzima de
0.2, 2.0 y 4.0 respectivamente,

una relacion en peso de 0.2, el perfil del eluvido (fig. 18)
muestra coclucion del lipopolisacirido y del complejo
enzimatico, siendo consistente el perfil de elucion con la
interaccion de ambas moléculas.
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Figura 18. Perfil de clucibn de Tij lisacArido-si en ']
cn columna de sepharosa 613 ''C cpm (— — - ) y concentracién
dc dcido graso sintctasa en unidadcs arbitrarias (— —-- ). Los
puntos 1 y 2 indican las posicioncs del LPS y de Ia enzima
respecti cuando sc fian indcpendi

El conjunto dc los datos cxpucstos permite suponer la
implicacion de la fosfatidiletanolamina en ¢l mccanismo
dc interaccion entre ¢l lipopolisacirido y el complcjo
dcido graso sintetasa.

-

Como consccuencia de tal interaccién sc liberarda fosfati-
diletanolamina dc lorma especificn, cn consonancia con
un deseenso en fa actividad enzimitica -de acucrdo con
el cariacter esenciad de la fosfatidiletanolimina- y una nucva
disminucion cn fa longituld promedio de los scgmentos
helicoidales ~también de acucrdo con ¢l papel estructural
previamente asignado para los losfolipidos del sistema-,
Todo cllo cs un argumento claro cn cuanto a la significa-
cion de los losfolipidos cn las relaciones estructura-funcién
dcl complcjo multicnzimético.

La cspecificidad dc la intcraccion lipopolisacarido-fosfati-
dilctanolamina podria scrvir para que ¢l primero interac-
cionasc con la superficic cclular en un proceso ¢n el que
tomarian partc interaccioncs hidrofobicas cntre grupos
del intcrior de las moléculas de lipopolisacirido y grupos
afines dc fa membrana, pudicndo participar tal interaccién
en el desencadenamicento dcl cfecto endotoxico.

Estudio topologico de los sitlos actives dc la enzima.

Una vez asignada la mision de los fosfolipidos en la estruc-
tura y funcion del complejo dcido graso sintetasa del
insecto, el siguiente aspecto a tratar habria de referirse
a las implicaciones estructurales de los sitios activos de
la enzima. Para ello, se ha considerado como sistema
de tratamiento la inhibicion ejercida por palmitoil-CoA
sobre la actividad enzimdtica de! complejo.

Precisamente, el producto final mayoritario de la actividad
de 1a dcido graso sintetasa es el dcido palmitico o palmitoil-
CoA (Burton et al., 1968).

El icido palmitico se produce por hidrolisis del enlace
tioester de palmitoil-CoA. Esta actividad tioesterasica es
un componente integral de la dcido graso sintetasa de
mamiferos y aves (Smith ct al., 1970); sin embargo palmitoil-
CoA es el producto final en S. cerevisiae y en la reaccion
de otras enzimas microbianas. (Lornitzo et al., 1975). En
conexion con csto sc ha observado que la palmitoil-CoA
y otros andlogos de cadcna larga inhiben la dcido graso
sintetasa de higado de pichon (Porter et al., 1958), cerebro
de rata (Robinson ¢t al., 1963) y S. ccrevisiae (Lust ct al.,
1968) dondc se ha encontrado quc diferentes acil-CoA de
cadena larga son inhibidorcs compclitivos del sustrato,
malonil-CoA. Estos datos sc han interpretado como una
regulacion de la actividad cnzimatica, via inhibicion por
productos finales. Sin cmbargo, la retro inhibicion de la
acido graso sintetasa de higado de pichon (Porter ct al.,
1958) mucstra que fa regulacion de la enzima es depen-
dientec dc la presencia de una concentracion micelar
critica dc palmitoil-CoA y dc una cicrta refacion molar
de tiocsler a proteina. Estos argumentos cstin cn contra
de la posibilidad de sitios cspecificos para palmitoil-CoA
cn la inhibicion dcl complcjo enzimitico, y soportan ¢l
hecho de que la molécula de acil-CoA inhiba la dcido
graso sinfeiasa cn virtud de su naturaleza detergente. Por
otro lado, la albumina de sucro bovino cstimula la sintesis
de dcidos grasos por contrarrestar la inhibicion por patmi-



,
10il-CoA formando complcjo cstables con los derivados
del tipo de acil-CoA (Taketa ct al., 1966).

.

Inhibicion de dcido graso sintetasa por palmitoil-CoA.

La acido graso sintetasa dc C. capitata produce &cido
palmitico, laurico y miristico como principales productos
finales. Para una relacion molar matonil-CoA/Zacctil-CoA
de 0.5 cn cl ensayo de incubacion, la cantidad de dcido
palmitico sintctizado cs cl 66% dcl total. Por cllo, se ha
cstudiado ¢l efecto de la palmitoil-CoA sobre by actividad
de la acido graso sintetasa del insecto en un amplio margen
de concentracionces (fig. 19). Como c¢n otras sintclasas, la
palmitoil-CoA inhibc la actividad de la enzima dc C. capi-
tata; sin embargo la concentracion requerida para ¢ 50%
de inhibicidn es aproximadamente de 13 uM, mientras
quc concentraciones menores de 4 M dc palmitoil-CoA
inhiben completamente la enzima de S. cerevisiae. El
clecto del derivado de CoA implica un cambio estructural.
En la figura 19 sc puede observar ia variacion en el conte-
nido en e-hélice de la enzima, frente a la concentracién
e palmitoil-CoA; se pucde destacar un importante incre-
mcnto de 45 a 60%, en cl contenido helicoidal de acuerdo
con los valores de Chen et al. (1974) para la estimacion
de conformaciones proteicas. Para todas las concentracio-
nes de acil-CoA en el intervalo estudiado, asi como para
1a cnzima nativa, el valor de n obtenido es 40, que podria
ser considerado como representativo de una hélice de
longitud infinita. De los resultados de la figura 19 es
dificil establecer una relacion clara entre los efectos ciné-
ticos y estructurales de la palmitoil-CoA, ya que su efecto
sobre el contenido en «-hélice persiste en forma lineal
cuando la actividad enzimatica ha sido ya completaniente
inhibida. Asi, la primera modificacion estructural del
complejo enzimitico podria implicar interacciones no
especificas con palmitoil-CoA, que a estas bajas concen-
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Eura 19, Efecto de palmitoil-CoA en la deido grase sintetasa de C. ca-
Pitatn. Varinciones de a-hélice { -@- ) de acuerdo con el
método de Chen ct al. (1974); actividad enzimitica ( -»- ).
Las actividades sc reficren a ta de la cnzima cn ausencia de
palmitoil-CoA, considerando csta como ¢l 100%. La concen-
tracién de proteina cs 0.1 mg/ml.

y

tracioncs distorsionaria ¢l centro activo producicndo In
inhibicion mixima. Es interesante resaltar I clevada
concentracion de acil-CoA nccesaria para la total inhibi.
cion de la sintetasa del insccto comparada con la requerida
por los sistemas cnzimaticos de olros origencs.

Estos resultados, y ¢l hecho de una cinética no saturante
para la variacion estructural causada por fa palmitoil-CoA,
sugicren una interaccion no especifica. Sin embargo, con-
siderando cl caracter lipoproteico de la sintctasa del inscclo
y la naturaleza anfifilica de los derivados acil-CoA, cs

iblc la exi ia cn el sist de efcctos simultancos
espccificos y no especilicos.

La inhibicion de l1a sintetasa dct insccto por patimitoil-CoA
no cs dependicnte del tiempo; asi, s¢ obticnen los mismos
porcentajes de inhibicion para una incubacion, anterior
al ensayo, de 5 y 30 minutos. Sin embargo, lu inhibicion
es dependiente de la temperatura (tabla VIil). Con una
preincubacion de 10 minutos a 37°C, previa al ecnsayo de
actividad, la inhibicion se incr sensibi
una concentracion de 13 pM de palmitoil-CoA inhibe
completamente la actividad enzimatica.

Tabla VIII. Porcentajes de inhibicién de dcido graso sinte-
tasa de C. capitata por palmiteil-CoA.

Palmitoil-CoA Condicior experi tal

uM ensayo 10 min. de incubacion a 37°C,
) control previos al ensayo

0 3

5 12 67

10 34 : 97

15 61 100

20 78 100

50 100 100

Efecto de la albimina de suero bovino e Histona !
sobre la inhibicidn por palmitoil-CoA.

Si el efecto dc la palmitoil-CoA sobre el complcjo enzima-
tico fuera solamente debido a interacciones no cspecificas,
su inhibicion cnzimadtica podria revertirse por moléculas
capaces de unir acil-CoA (800 ug/ml). Una dc cslas
moléculas, la albimina de sucro bovino, restaura cl 50%
de la actividad enzimdtica, que s¢ anula cn presencia de
50 uM dc palmitoil-CoA. Sin cmbargo, no sc ha obscrvado
una completa proteccion de la enzima en ¢l margen de
concentraciones de albamina cstudiado (200 -1200ug/ml)
(fig. 20). La rcpresentacion de la concentracion de palmitoil-
CoA requerida para conscguir ¢l 50% de inhibicion de la
acido graso sintetasa, frentc a la concentracion de athi-
mina dc suero, da idea de lainteraccion albamina-palmitoil-
CoA. De acuerdo con esta variacion, la interaccion albu-
mina-palmitoil-CoA alcanza un estado saturado al aumen-
far la concentracion de albtimina de sucro bovine; sin
cmbargo no sc obscrva una completa proteccion para In
inhibicion por palmitoil-CoA. Estos resultados indican
que la interaccion de acil-CoA con la sintctasa del insceto
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Tigura 20. Proteccion de dcido graso sinietasa de C. capitata [rente & I
inhibicién de palmitoil-CoA, por de suero bovino
(de izquierds a derccha 200, 400, 800 y 1200 ug/mi). Recuadro
interjor: concentracion de palmitoil-CoA requcrida para 50%

de inhibicién frente a de albi de suero
bovino en ug/ml. Los valores de actividad se rcficren a los de
1a enzima en iz de palmitoil-CoA i do ésta
¢l 100%.

tiene un componente especifico que no puede ser rever-
tido por la albumina.

Teniendo en el papel [isiologico de la albimina de
suero en el transporte de dcidos grasos, 1a union hidrofé-
bica de los derivados del tipo de acil-CoA podria ser
considerada en cierta forma especifica. En este sentido,
ta histona HI de timo de ternera es una proteina sin
relacion aparente alguna con los dcidos grasos y en la que
es posible crear estructuras helicoidales en presencia de
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Figura 21. Espectro de dicroismo circular de fa histonz F nativa ( )
y en presencia de fosfolipidos (20 pl) 10 ¢M ( — — —). Recuadro
interior: Variacion de O1s en funcién de l2 cantidad de foslo-
lipidos (10 uM). La histona se encuentra en agus a pll 1.5,
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moléculas de fosfolipidos. Esto s¢ pucde apreciar cn Ia
figura 21 en ta que sc recogen Ins variaciones cn cl cspectro
de dicroismo circolar de fa histona, en funcion de Ia con-
centracion de fosfolipidos, El andlisis cstructural mucestra
un incrcmento en a-hélice comparable con ¢l obtenido
por ¢l incremento de fa fucrza ionica o ¢l pHl. Por cilo
sc ha considerado cl efecto de la histona H en lainhibicion
cjercida por palmitoil-CoA, ya que sc trata asimismo de
una molécula anfipitica y sc uniria a la histona al igual
quc lo haceh los fosfolipidos.

El efccto de la histona HI sobre Ia inhibicién de fa sinte-
tasa d¢ C. capitata por palmitoil-CoA aparcce en la tabla
1X. La histona 111 protege a la sintclasa frente a la inacti-
vacién por palmitoil-CoA, y el complcjo enzimatico
retienc un 30% de su actividad en presencia de 800 pg/mi
de histona Hl y 50 uM de palmitoil-CoA, concentracién
que inactiva completamente a la cnzima en ausencia de
la proteina. En presencia dc 800 ug/ml de albumina la
sintetasa retiene el 50% de su actividad a la misma con-
centracion de acil-CoA. Considerando ¢l peso molecular
de ambas proteinas, albumina e histona HI, la primera es
mds eficientle para revertir la inactivacion por palmitoil-
CoA. Este hecho no es sorprendente si consideramos e!
caracter polar de la molécula de histona y el caricter
hidrofobico de las interacciones que implican al derivado
del tipo de acil-CoA. Estos resultados indican cl t
la existencia de interacciones no especificas, reversibles
por HI, entre palmitoil-CoA y la sintetasa del insecto.

Tabla IX. Reversién por histona Hl de la inhibicién de dcido
graso sintetasa en presencia de paimitoil-CoA.
Los valores se expresan como porcentaje de la
actividad en ausencia de acil-CoA en las condi-
clones del ensayo control.

Palmitoil-CoA Inhibicién (%)
e SinHI 800 pg/ml de HI
0 0 0
5 12 6
10 34 2
15 61 09
20 78 53

50 100 70

Efecto de los fosfolipidos sobre la inhiblclén
por palmitoil-CoA.

Los resultados de la inhibicion de la sintetasa de C. capl-
tata cn presencia de dispersiones micelares de fosfolipidos
aislados dc la larva del insccto aparccen en la figura 22,
A una concentracion 50 M de acil-CoA sc inhibe comple-
tamente la actividad cnzimalica, pero la enzima relicne
el 30% dc su actividad cn presencia de 200 pg/ml de
fosfolipidos. Incrementando la concentracion de fosfoli-
pidos cn ¢l ensayo de incubacion hasta 1 mg/ml aparcce
una retencion de 1a actividad cnzimitica dcl 40%. Asi
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Figura 22. Proteccion de ta dcido graso sintetasa de C. capitata frentc s
1a inbibicion de Palmitoil-CoA por.vari#s concentraciones de
fosfolipido: Opg ( - ), 200 pg ( & ), S00pg( —= )y
1000 ng ( -4- ) por ml. Recuadro interior: Conceniracion de
palmitoil-CoA requerida para el 50% de inhibicion frente a la
concentracion de fosfolipidos (ng/m!). Los valores de actividad
estan referidos a la enzima en ausencia de palmitoil-CoA
(100%). La concentracidn de proteina es 0.1 mg/ml.

pues, los fosfolipidos, como la albumina y la histona HI,

no revierten de forma total la inactivacion de la sintetasa.

por palmitoil-CoA. Sin embargo, en el intervalo experi-
mental de concentraciones de palmitoil-CoA. Los fosfoli-
pidos permiten aun la existencia de inhibicion por acil-CoA

cusa que ocurria en el caso de la albémina y la histona HI.

La representacion de la concentracion de palmitoil-CoA
rcquerida para el 50% de inhibicion de ta sintetasa frente
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Itxura 21, Variaciones de @1 frente a concentracion de palmitoil-CoA

cn preseacin de fosfolipidos, 0 pg ( -® ), 200 ( =),

SO0 ug ( —= )}y 1000 pg/ml (-4 ). La concentracidén de
proteina ¢s 0.1 mg/ml,

a la concentracion dc fosfolipidos aparcce en fa figura 22,
De acuerdo con csto, sc obscrva un cstado saturantc para
la union de palmitoil-CoA. a estructuras de fosfolipidos.
Estos resultados también muestran la existencia de inhibi-
cion especifica no revertida por fosfolipidos.

Las variaciones cstructurales dcl complejo dcido graso
sintetasa de C. capitata inducida por fosfolipidos pucden
scguirse por medidas de dicroismo circular. La figura 23
representa clipticidad a 220 nm como indice de a cstrue-
tura helicoidal de fa protcina frente a la concentracion de
palmitoil-CoA. Lif incremento observado cn Ia clipticidad
a 220 nm cn presencia de fosfolipidos ¢s debido al papel
estructural, ya comenlado, de cstas moléculas cn ¢l sis-
tema lipoproteico. De mancra similar, ¢l cambio ¢cn la
actividad cnzimdtica y las variaciones causadas por los
fosfolipidos alcanzan también un estado de saturacion.

La inhibicion por palmitoil-CoA dc la dcido graso sintetasa
provoca un incremento en el contenido de e-hélice, y,
dado que los fosfolipidos estan implicados cn cl mante-
nimiento de la conformacion helicoidal cntre scgmentos
de a-hélice, pucde pensarse que acil-CoA dc cadena larga
produccn en la enzima cfcctos similares a los de los
fosfolipidos. D¢ acuerdo con este hecho, en los efcclos
observados para derivados del tipo ‘de acil-CoA tendria
participacion la interaccion direcla entre las cadenas poli-
peptidicas de la sintetasa y palmitoil-CoA. Sin cmbargo,
de acuerdo con 1a naturaleza lipoprotcica de la enzima
del insecto, el efecto total obscrvado podia ser debido a
interacciones con la cadena polipeptidica, asi como a ia
participacion de los derivados de acil-CoA en el compo-
nente lipidico.

El efecto de la albimina y )a histona HI puede ser Fcil-
mente explicable en términos de un descenso cn la con-
centracion efectiva de palmitoil-CoA, lo que reduciria las
interacciones hidrofobicas no espécificas del derivado de
CoA con el componente lipidico. Pero ademds, la inhibi-
cion de la sintesis de acidos grasos podria tencr un com-
ponentc especifico no revertido con una disminucion de
la concentracion de palmitoil-CoA por albimina o HI,
de acuerdo con un cquilibrio entre interacciones hidrofo-
bicas del componente lipidico, las cadenas polipeplidicas,
palmitoil-CoA y albumina o histona 111. Esta idca vendria
confirmada por el clccto de los fosflolipidos en lainhibicion
por derivados dc acil-CoA. La inhibicion dcl complejo
sintetasa del insccto podria ser cspccifica a baja concen- |
tracion de acil-CoA por interacciones con la cadena poli-
peptidica, siendo las interacciones no espccificas obscr-
vadas a mds elcvadas concentraciones de acil-CoA.

Estas obscrvaciones redundan en la idea de una cstructura
especifica para la lipoproteina del insecto, con cl ingre-
diente lipidico no distribuido al azar cntre las cadenas
polipeptidicas, indicaria, también, que la sintesis de Acidos
grasos en ka larva del insccto cs muy scnsiblc a fa presencin
de moléculas anfifilicas como fosfolipidos, acil-CoA de
cadena larga y sustancias con aceion detergente. Pero mis
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importante aum, cl centro activo -cn su conceplo amplio
dc region de la que depende Ia actividad del complcjo-
tendria una region cestructurable por 1a accion de palmiltoil-
CoA, incrementandosc asi ¢l contenido cn a-hélice y
producicndose la inhibicion enzimatica. Este cfecto, que
se manilfestaria a baja concentracion, scria de caricler
cspecifico, micntras que ¢l resto de interacciones hidro-
(Obicas, las revertidas por albumina o histona 11 o fosfo-
lipidos, lo fucran dc cariicter incspecifico.

Separacién de las subunidades de dcido graso sintetasa
de C. capitata.

El complejo dcido graso sintetasa del insecto se ha sepa-
rado en dos subunidadcs distintas, aparentemente carcntcs
dc lipidos, y que dan cuenta del total dcl componente
polipeptidico de la cnzima. Tal separacion se ha llevado
a cabo por cromatografia en Sepharosa-c-aminocaproil-
panteteina, previa disociacion de la enzima nativa por
didlisis frente a tampon tris-glicocola de 1a proteina pre-

A 280 .

o.lr

1 1 1 1
5 10 1520 25 30 35

Fraccion n®

Figura 24. Peifil de clucion dc la afia de en
-¢- aminocaproilpanteteina. La flccha indica ¢l cambio de las
condiciones de elucion: tampon de pll 8.4 a 10 y temperatura
de 0°C 2 25°C.
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Figura 25. Espectro de dicroismo circular de los dos componenlcs poli-
peptidicos de la dcido graso sintetasa. Subunidad 1 (A) y sub-
unidad I (B).

viamente envejecida por mantenimiento durante dos
semanas a —20°C.
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Fignra 26. Espectros de Muorescencia de los dos componcates polipepth
dicos de 1 deldo graso sintetasa del insccto. Excitncién #

280 nm ( ), excitacién a 295 nm (- ~--) y diferenctr
dc ambos (~-—-— ) para ¢} componente | (A) y excitacién »
280 nm (——), excitacién 8 295 (-~--) y diferencin de
ambos (~-~-~ ) para cf componcnte 1 (B).
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1 perfil del cluido de ta cromatografia de afinidad se
recope en la figura 24. Como sc pucde apreciar sc diferen-
cian dos picos sin que pucda detectarse lipidos cn cual-
guicra de cllos. Los dos componentces polipeptidicos asi
wblenidos Ty 11, s¢ han caracterizado espectroscopicamente.
I'n 1o figura 25 sc recogen los espectros de dicroismo
circtlar de ambas porciones. En los dos casos cxiste una
manificsta pérdida de ordenacion del caracter periddico,
camo sc pucde apreciar por ¢l incremento cn los valores
de clipticidad a baja longitud de onda. La longitud de los
fragmentos cn cstructura helicoidal también sc han redu-
vido, como sc obscrva de las relaciones de clipticidad a
205 y 220 nm. En 1a figura 26 sc mucstran los espectros
(¢ fuorescencia de ambos componentes, Jos cuales exhiben
caracteristicas fluorcscentes muy diferenciadas observan-
dosc maximos respectivos a 330 nm y 340 nm, previa
cxcitacion a 280 nm, con predominancia en ambos casos
dc la Nuorescencia de triptéfano. Hecho que sc comprueba
asimismo en los espectros realizados con excitacion a
295 nm.

Iistos datos tienden a confirmar el caricter distinto de
ambas cadenas polipeptidicas, ya pucsto de manifiesto
con la enzima nativa. Esta tendencia también se observa
cn la composicion de aminoacidos recogida cn la tabla X,
cn la que la diferencia de mayor significacion se aprecia

a nivel de arginina con 1.3% mis cn cl componente Il
que cn ¢l 1, lo que unido al clevado peso molecular del
complcjo resulta cn una diferencia significativa.

Tabla X, Anfilisis de aminoficidos de la dcido graso sintetasa
nativa y de las subunidades I y 11 lantes de
Ia disoclaclén.

Aminofcido  Subunidad §  Subunidad I cnzima nativa
ASX 9.86 10.56 1092
THR 5.46 6.40 6.39
SER 6.60 5.75 6.4}
GLX 12.91 11.65 13.28
PRO 5.73 539 4.26
GLY 14.06 10.46 7.18
ALA 7.80 7.85 7.83
VAL 6.86 7.10 5.87
MET 1.29 1.85 1.6S
ILE 4.68 5.67 5.80
LEU 744 8.23 8.27
TYR 318 3.46 wm
PHE 386 3.56 3.26
HIS 143 1.83 179
LYs 5.88 6.00 5.1
ARG 295 4.4 456
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CONCLUSIONES

\.a dcido graso sintetasa del insecto C. capitata es una
lipoprotcina aislada de la fraccidn soluble celular de la
larva. Presenta una relacion en peso lipido/proteina de
1.0. EI componente lipidico mayoritario lo constituyen los
triacilgliceroles con un 81% en peso, estando presentes
los fosfolipidos en un 5%. Tal componente no proteico
es cspecifico y esencial para la estructura-funcion del
complejo. Pese a su elevado contenido lipidico, 1a sinte-
tasa del insecto posec una estructuracién comparable a
I de las lipoproteinas de suero de alta densidad.

Il sistema enzimético posee una estructura sumamente
arganizada con un 45% de a-hélice, 16% de estructura 8
y 39% de ordenacion aperiddica, con un valor promedio
de residuos de scgmento helicoidal igual a 40. Este ultimo
vator permite considerar a la proteina como organizada
en fragmentos helicoidales de longitud infinita en su
1ellcjo espectroscopico.

Camo consecuencia de la caracterizacion del sistema por
vspectroscopia de fluorescencia, se definen dos dominios
moleculares difcrentes, que s¢ manificstan sélo en pre-
i del componente lipidico. Tales dominios son rela-
hvos a diferentes residuos de triptéfano en la proteina.

11 componcnte lipidico no s¢ encuentra distribuido af
A en ¢l conjunto det complcjo. EY niicleo de Ia estruc-
et estd constituido por los triacilgliceroles cn contacto
Lo repiones hidrofobicas de la protcina como lo prucba
“Uhecho de transferencia de encrgia cntre triptofano y
DI s fosfolipidos poscen una localizacién supcrficial
L estructura del sistcma, de_acucrdo con su caricter

anfipatico, y basado entre otros hechos en la ausencia de
transferencia de energia entrc cromoforos aromdticos y
DPE.

Los fosfolipidos crean estructuras helicoidales cn los frag-
mentos carcnles de tal ordenacion, situados entre frag-
mentos de a-hélice. Asi, la longitud tedricamente infirita
de las hélices de la protcina cs dependicnte de la presencia
de cstos fosfolipidos. El caricter csencial que, para la
actividad del complejn multienzimatico, exhibe la fosfati-
diletanolamina se deberia a la estabilizacion de regiones
helicoidales en cl “sitio activo” de la enzima.

Tal “sitio activo” posce también regiones no estructuradas.
La transicion de cstas regioncs a porciones con cstructura
periddica se traduce en una inhibicion de la cnzima con
cambios no significativos cn la estructura inlerna de fa
macromolécula, en su repercusion ¢n cuanto a fuores-
cencia intrinseca.

Estas idcas accrca de la topologia del complcjo multien-
zimdtico dcl insccto sc resumen cn la figura adyacente.
Una particula de peso molccular 10°D sc organiza cn dos
cadenas polipeptidi soportadas por ¢l entorno hidro-
fobico de los triacilgliceroles dcl sistema. Los fosfoglicé-
ridos cstabilizan cstas cadenas bajo 1a forma de largos
segmentos helicoidales (A), a la vez que conforman cl
“sitio activo™ cn ¢l que también sc sittan regiones de

]
ordenacién no periddica, esenciales on tal conformacion
para la actividad d¢ la cnzima (B). La inhibicion cjercida
por moléculas de caricter anlipitico se manilicsta, cn su
forma especifica, a nivel de tales regiones no organizadas
perigdicamente del “sitio activo™.
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