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INTRODUCCION

Acido graso sintetasa.

Recibe el nombre de âcido graso sintetasa el complejo 
cnzimâtico que cataliza la biosintesis "de novo”  de âcidos 
grasos a partir de m alon il-CoA, acetil-CoA y un agente 
reductor. La estequiometria global de la sintesis (Porter 
et al., 1957), de âcido pa lm îtico  es:

C H j-C O -S C oA  +  7 H O O C -C H 2-C O -SC 0 A  +  14 H * -  

-  C H j-(C H 2 > m -C 0 0 H  +  7 CO 2 +  14 N A D P * 

+ 8 C oASH  +  6 H 2O (Porter y col., 1957).

Reacciôn que transcurre con arreglo a mecatiismos anâlo- 
gos en sistemas enzimâticos de diferentes materiales bio- 
iôgicos (Lynen, 1961; Porter et al., 1971), existiendo sin 
embargo diferencias esenciales en cuanto a la estructura 
macromolecular y a la organizaciôn de las actividades 
enzimâticas del conjunto :e  refiere. Atendiendo a estas 
diferencias, los sistemas enzimâticos âcido graso sintetasa 
se ban clasificado en dos grandes grupos:

Âcido graso sintetasa tipo I, o complejos multienzimâticos. 
En organismos como 5. cerevisiae (Lynen, 1961 y 1967; 
Carey et al., 1970), aves (Hsu et al., 1965 y 1970a; Yang 
et al., 1967), mamireros (Rurton et al., 1968; Sm ith y et al., 
1970; Larrabee et al., 1965) y en algunos microorganismos 
como M. smegmatis (B rin ley et al., 1970) o C. diphteriae 
(Knoche et al., 1973) la enzima ha sido aislada como un 
complejo m ulticnzim âtico que lleva a cabo el proccso 
global de biosintesis de âcidos grasos. Estos sistemas 
enzimâticos prescntan distintas caractcrfslicas en cuanto 
a rcquerim ienlos de sustratos, especificidad de cofactores, 
aspectos cstructuralcs, etc. scgûn los diferentes origcncs.

Acido graso sintetasa tipo II, o sistemas fâcilmcnte diso- 
ciables. De manera diferentc a como sucede en los casos 
antcriores, cuando se trata de végétales como mesocarpo

de aguacate (Vagelos 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. kiuyvcri (Iluang  et al., 1971) y B. stibtilis  (Majcrus 
et al., 1964) el sistema se obtiene como un conjunto de 
proteinas no asociadas fuertcmcnte, en el que cadu una 
de ellas cataliza alguna de las correspondientes reacciones 
individuales del proceso. (Hendren et al., 1980). En todos 
los casos, estos sistemas utilizan N A D H  y N A D P H  como 
agentes reductorcs, sicndo diferentc el esquema de los 
âcidos grasos biosintetizados en funciôn de la entidad 
biolôgica correspondicnte.

Dentro del esquema de biosintesis de âcidos grasos hay 
que destacar el papel central de la proteina transportadora 
de grupos acilo(ACP). Dicha proteina ha sido idcntidcada 
y ampliamente caracterizada en los sistemas enzimâticos 
tipo  II ,  tenicndo como caracteristicas mâs signiilcativas 
su bajo peso molecular, su abundancia en residuos âcidos 
y la presencia de 4" fosibpanteteina, cuyo resto -SU final 
se une a los grupos acilo a través de un enlace tiocster y 
actûa como receptor en la transacilaciôn de grupos acético 
y malônico (Vanamau et al., 1968; Overath et al., 1964; 
Simoni et al., 1967).

Los intentos realizados para el aislamiento de la ACP de 
los complejos multienzimâticos no han dado rcsultados 
totalmcnte satisfactorios. De S. cerevisiae (Qureshi et al., 
1974 y 1976) se ha aislado una proteina capaz. de aceptar 
grupos acctilo y m alonilo a partir de acetil-CoA y malonil- 
CoA, en presencia de una transacilasa. Esta ACP posée 
D-alanina, lo que parecc indicar la cxisicncia del grupo 
de 4 -fosfopantctcina; su peso molecular 9100 es sim ilar 
al de E. coli (9750).

El mécanisme de las reacciones de biosintesis de âcidos 
grasos, semejanic en las diversas especics estudiadas, ha 
sido ampliamente descrito por Lynen en S. cerevisiae 
(Lynen, 1961 y 1967) y por Porter en higado de pichôn 
(Porter et al., 1971).
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Lynen (Lynen, 1961) ha klcnlificado la cxistcnela de dos 
Upos diferentes de grupos siillh id rilo , uno pcrtenccicntc 
a la d'-fosfopantetelna. que denoinina grupo central (C), 
y oiro perifôrieo, pcrtcnccienic a un residuo de cisteina 
(!’ ), a los que se une aeôtico y inalAnico respcetivamcnte. 
El grupo tio lico de la d’-fosCopanlcteina estaria situado en 
el ccntro del eomplcjo formado por las subunidades enzi­
mâticas activas, Los restes acilo que pcrmaneccn unidos 
covaicntemcntc a este grupo van siendo modificados 
sucesivamente por los diferentes centres cataliticos.

Lstudios postcriorcs, llcvados a cabo sobre los puntos de 
enlace de''os restes aectilo y malonilo en las cadenas 
de âcido graso sintetasa de 5. cerevisiae senalan dos tipos 
de localizacioncs, uno tiôlica y otro no tiôlica (Schweizer 
et al., 1970a; Lngeser, 1977). Cl grupo acctilo se iiniria 
a 1res localizacioncs caraclerizadas quimicamcntc como 
dos grupos tiôlicos diferentes (A? y B j) y un grupo hidro- 
xilico (B i); cl grupo malonilo solo se une a dos localiza- 
ciones (A , y Bi).

En higado de pichôn. Porter (Porter et al., 1971) propone 
un mécanisme' Similar al descrito por Lynen, en cl que 
ademâs hàce una serie de consideraciones conformaciona- 
les con las que trata de explicar dicho mecanismo de 
biosintesis. Las très localizacioncs han sido idcntificadas 
como dos grupos tiôlicos -pcrtenecientes a una cisteina 
de la enzima condensante y a la 4’-fosfopanteteina (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 def complcjo 
âcido graso sintetasa se pone de manifiesto en el trata­
miento con iodoacetamida, que lleva a la compléta desa- 
pariciôn de la actividad enzimâtica por pérdida de la acti­
vidad condensante (Oeslerheit et al., 1977; Kresze et al., 
1977), siendo el grupo tiôlico periférico mâs sensible a la 
iodoacetamida que cl grupo tiôlico central. Este grupo 
periférico idcntificado como un residuo de cisteina, estâ 
presumiblemente implicado en la calâlisis de la reacciôn 
de condensaciôn. Dado que el mécanisme quimico para 
la sintesis de âcidos grasos no parcce presentar diferencias 
esenciales en los organismos esludiados (L inn et al., 1980), 
la diferencia fundamental entre los dos tipos de sistemas 
enzimâticos âcido graso sintetasa estriba en la estructura 
macromolefcular y en la organizaciôn de las actividades 
del conjunto.

La organizaciôn del complejo multicnzimâtico constituye 
un aspecto de especial controversia: el conjunto puede 
cstar formado por enzimas individuales, polipéptidos 
unidos por intcracciones nocovricntes con ACPformando 
un complcjo multicnzimâtico. Esta estructura se describe 
en S. cerevisiae (Lynen, 1961), higado de pichôn (Yâng et 
al., 1967), c higado de polio (Bratcher et al., 1976), en los 
que se detectô la presencia de varias cadenas poljpcpll-. 
dicas de bajo peso molecular.

Sc propone, |ior otro lado, una estructura formada p„, 
dos cadenas polipcptidicas multifuncionales, bien idéq. 
ticas y poscedoras ambas de torlos los cenlros cataliticos, 
o funcionalmcnlc indepcndicntcs, de igual o sim ilar pcs,, 
molecular, conlcniciido cada una de ellas varias de la, 
actividades parciales del complcjo. En M. smegnuuh 
(White, 1978) y en glândula mamaria de rata (Smith et a l ,
1979), sç ha descrito un complc jo formado por dos cadenas 
polipcptidicas polifuncionales idénticas. ( l ’oulosc cl al,,
1980). Igualmentc se propone un modclo sim ilar en critro- 
citosde pichôn (Jcnik et al., 1981). U n modclo para la âcido 
graso sintetasa de S. cerevisiae fue postulado por Lynen 
en 1967. El complcjo estaria formado por un agrcgado de 
sietc componcntes monofuncionalcs, de peso molecular 
110 000 présentes cada uno de cllos en mâs de una copia, 
pcnsândose en una estructura a base de très conjunlotr 
funcionalmenie idénticos, de peso molecular 700000, ya 
que se habia obscrvado la presencia de très moles de 
4 -fosfopantctcina por mol de enzima.

Un nuevo modclo surgiô para la âcido graso sintetasa «le 
S. cerevisiae basado en cl anâlisis genético de auxôtrofos 
de âcidos grasos llevado a cabo por Schweizer et al. (1970b, 
1971 y 1978) que muestra que el complejo estâ codificado 
por dos loci no unidos entre si en el genoma y designados 
como fas I y fa s 2. Cada uno de estos genes policistrônicos 
codificaria para un conjunto de funciones secucncialc» 
cuya su ma constituye la catâlisis del complcjo; por tanto, 
la âcido graso sintetasa de S. cerevisiae estaria formada 
por multiples copias de sôlo dos polipéptidos m ultifun­
cionales.

El tratamiento del complejo de S. cerevisiae con 3,4, 5,6- 
anhidrido tetrahidrofôlico, seguido de cromatografia en 
DEAE-biogcl, ha permitido a Stoops et al. (1978a) la 
separaciôn,del complcjo en dos subunidades funcional y 
estructuralmente distintas. Las dos subunidades estân 
présentes en igual proporciôn y sus pesos molecularcs han 
sidoestimados en 210 000 y 200000. Se ha propucsio un 
modclo (Stoops et al., 1978b) para la âcido graso rinteiasa 
de S. cerevisiae, a base de una estructura de conjuntos de 
tetrâmeros y héxameros, dcpcndiendo la actividad enzi­
mâtica del grado de agregaciôn.

La disociaciôn del complcjo de S. cerevisiae con anhidrido 
dimetilmaleico, conduce también a la separaciôn en dm 
subunidades de diferentc composiciôn en aminoâcidm. 
La subunidad B posée las actividades de malonil, palmitoil 
y acctil transfcrasa, enoil reductasn y dchidrasa; la suhn- 
nidad A posée las actividades de 13-cctoacil sintetasa y 
ü-ccloacil rcdnctasa (Wieland et al., 1979). Sc propone una 
estructura macromolecular de A«B<,. (Stoops et al., 19801

La âcido graso sintetasa de higado de pichôn (Kumar et 
al., 1970), rata (Burton et al., 1968) y polio (Hsu et al) 
1970b) no se ha logrado separar en subunidades acli'-''- 
nunque se ha conscguidodisociar cl complejo, con péid'da 
de la actividad total, en dos subcom|)lcjos de peso nmlcc" 
lar rnitad, Los subcompicjos catalizan todas las r c a c c ie n c '
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parciales del com plcjo in laclo , excepte la reacciôn de 
condensaciôn. Estas subunidades parecen no scr idénticas, 
ya que sôlo sc ha cncontrado un mol de 4 ' rosropantetclna 
por mol de com plcjo sin disnciur, pudiendu ser subcom­
picjos idénticos en tamaho molecular, pero diferentes en 
carga.

El com plcjo m ulticnzim âtico  de higado de pichôn sc ha 
conscguido separar en dos formas apo y holo enzima. La 
separaciôn se ha rcalizado por cromatografia de afinidad 
en Scpharosa-c-aminocaproil panlctclna (Qureshi et al., 
1975a; K im  et a!., 1977). La diferencia entre estas dos 
enzimas es la presencia o ausencia de 4’-fosfopanteteina. 
Dcbido a ta ausencia de este grupo la âcido graso sintetasa 
picrde la facultad de sintetizar âcidos grasos, al no poseer 
actividad condensante.

Del mismo modo, Qureshi et al. (1975b) separan el com­
plejo m ulticnzim âtico  de higado de pichôn en una forma 
apo y dos formas holo (ho lo  a y holo b). La forma holo a 
(defosforilada), présenta 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 
âcidos grasos. El mecanismo de regulaciôn de la actividad 
podria tener lugar por modificaciôn covalente del com­
plejo en un equ ilib rio , fosforilaciôn-defosforilaciôn.

La acciôn de reactivos que actûan modiflcando ciertos 
residuos de la proteina, ha sido estudiada por Porter et al. 
(1979) y ha perm itido la separaciôn por cromatografia de 
intercambio iônico de las dos subunidades del complejo 
de higado de pichôn. Lorn itzo  et al. (1974 y 1975) han 
separado el complejo m ultienzim âtico de higado de pichôn 
en dos subunidades por cromatografia de afinidad en 
Sepharosa-c-am inocaproil-panteteina. La subunidad I, 
-reductasa-contiene las actividades de B-cetaacil y enoil 
reductasa y la subunidad Il-transacilasa- las de acetil y 
malonil-transacilasa. Ambas subunidades poseen las acti­
vidades parciales de deshidratasa y desacilasa. La inhibiciôn 
de varias de estas actividades cataliticas ha sido estudiada

como cfccto de la interacciôn antigeno-anticucrpo(Kntigar 
cl al., 1980).

Acido graso sintetasa de CcratUts capitala.

El punto de pnrtida de esta investigaciôn ha sido el con­
ju n to  de trabajos sobre el m ctabolism odcl insccto C rraf///j 
capitata (* )  y, en particular sobre el aislamiento, purifica- 
ciôn de caracteristicas cstructuralcs y funcionalcs del com­
plejo m ultienzim âtico dddo graso sintetasa de dicho insecto 
(M un ic io  et al., 1977).

La actividad de âcido graso sintetasa a lo largo del dcsarrollo 
del insecto muestra un mâximo en el tercer estadio del 
dcsarrollo larvario, para descender a continuaciôn progrc- 
sivamente hasta anularsé en la apolisis larva-pupa y 
durante todo el estado de adulto farato. Dcspués de la 
emergencia del insccto adulto, reaparcce la actividad 
enzimâtica, que aumenta hasta alcanzar un valor del 40% 
del mâximo exhibido por la larva de cinco dins de edad 
(Lizarbe et al., 1977). La carencia de actividad enzimâtica 
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 presencia de 
mecanismos espcciales de regulaciôn (Relano, 1978).

Estos rcsultados condujeron al a islam iento del sistema 
cnzim âtico. E l sistema cnzim âtico âcido graso sintetasa 
aislado a partir de larvas de 5-6 dias de dcsarro llo  se 
comporta, al igual que en aves y mamiferos como un 
com plejo m ultienzim âtico. A  partir de acetil-C oA  y 
m alon il-C oA  el p rincipa l âcido graso sintetizado es el 
âcido palm îtico, siguiéndole en im portancia los âcidos 
lâurico y m in'stico todos ellos en su forma lib re . Para 
su actuaciôn requière como nucleôtido reducido N A D P H , 
siendo la actividad muy baja en presencia de N A D H . En

Municio, A. M., Odriozola, J. M., Pifleiro, A y Ribera, A. (1971) Biochlm. Blophys. Acia 248. 212-; Municio, A. M. 
Odriozola, J. M. y Ribera, A. (1972) Biochlm. Biophys. Acta 280. 248.; Municio, A. M., Odriozola, J. M., Piflciro, A. y 
Ribera. A. (1973) Insect. Biochem. 3, 19.; Municio, A. M., Odriozola, J. M., Pércz-Albarsanz, M. A., Ramos, J. A., y 
ReIaAo, E. (1974) Insect. Biochem. 4, 401.; Municio, A. M., Odriozola, J. M., Pércz-Albarsanz, M. A. y Ramos, J. A. 
(1974) Biochim. Biophys. Acta 360. 289. Municio, A. M., Lizarbe, M. A , Rclano, E. y Ramos, J. A. (1977) Bimhim. Biophys 
Acta 487, 175; Lizarbe M. A., Municio, A. M , Ramos, J. A., Rclano, E. (1977) Insect. Biochem. 7, 415.; Gavilanes, J. O., 
Lizarbe, M. A., Municio, A. M. y Onaderra, M. (1978). Biochem. Biophys. Res. Commun 83 998 ; Gavilanes, J. G , Lizarbe, 
M. A., Municio, A. M., Ramos, J. A. y Rclano E. (1979) J. Biol. Chcm. 254, 4015.; Lizarbe, M. A , Megias, A., Municio, 
A. M. y Ollcros T. (1980) Comp. Biochem. Physioi. 65 687. III.STONA.S |f  ranco, L , Monlero, F., Navicl, J., Pcrcra, J. y Rojo, 
C. (1974) Pur. J. Biochem. 48, 53; Franco, L , Montcro, F. y Rodriguez Motina, J. J. (1977) FCBS Lett. 78, 317; l'ranco, 
L., Nicto Sandoval, R M. y Perera, J. (1979) Insect. Biochem, 9. 3I|, IJarbcro, J. L , Franco, L , Montcro, F y Morân, F. 
(1980) Biochemistry 19, 4080. CITOCROMO c (Fcrnandez-Sousa, J. M. Gavilanes, J. G , Municio, A. M. Paredes, J. A., Pércz- 
Aranda, A. y Rodriguez, R. (1975) Biochim. Biophys. Acta 393, 358), LISOZIMA |Fcrnândcz-Sousa, J. M., Gavilanes, J. G., 
Municio, A. M.. Pcrcz-Aranda, A. y Rodriguez, R. (1977) Fur. J. Biochem. 72. 25|. L GLtCEROt- 3 IOSI ATO DF.SIIIDROCiENASA 
H crnândcz-Sousa, J. M. Gavilanes, J. G., Municio, A. M. y Pérez.-Aranda, A. (1977) Biochim. Biophys. Acta 481, 6J, l'RUCTOSA 
I, 6 DISIOSFATO ALDOLASA IFernândcz-Sousa, J. M., Gavilanes, J. G , Gavilanes, F G , y Paredes, J. A. (1978) Arch. 
Biochem. Biophys. 188, 456). Gavilanes, F , Gavilanes, i .  G. y Municio A. M. (1981) Int. J. l ’rol. l ’ep. Res. 17, 539. Gavilanes, 
F , Gavilanes, J. G. y Municio, A. M. (1981) Int. J. Prol. Pep. Res. 18 (en prensa).
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hi tabla I sc rccogcn algimas do las caracteristicas do la 
enzima de Ccraiilis capitata. (Kclano, 1978; Lizarbe, 1979).

Tahia I. Cararterislica.s del slstenia rnziniâtico àcido gra.so 
sintcta.sa de Ccratitis capitata.

Sustratos Acctit-CoA, malonit-CoA
Vroducto mayorllarlo Acido patmittco
Productos niinoritarios Acidos taurico y mirislico
Cofactores NADPM
Peso molecular 650000 (baja conccntraciôn 

de proteina)
1000000 (alla conccntraciôn 

de proteina)
K» (NADPH) 15,4 mM
ATm (acelii-CoA) 10.5 pM
Km (maionii-CoA) 80 pM

E? '.V >10 .m 1.11
Punto isoelêctrico 6.0
Votumen especifico parciai fcm'/g) 0.731

Estudios de los valores de la funciôn de variaciôn de 
Marchanolis y Weltman (1971) para la âcido graso sintetasa 
de diferentes especies dan una mayor homologia, en lo 
que a composiciôn de aminoàcidos se refiere, entre las 
enzimas de C. capitata y  S. Cerevisiae que incluso entre 
las de pichôn y glândula mamaria de rata. Por el contrario, 
la mener homologia se da entre la enzima de insecto y 
la de glândula mamaria.

La presencia de lipidos va ligada a la actuaciôn catalitica 
del sistema, siendo esta caracteristica estructural de espe­
cial significnciôn, pues identifica el complejo m ultienzi­
mâtico de C. capitata como una lipoproteina cuya actividad 
depende de la asociaciôn lipido-proteina. El componente

lip idico es cscncial para la actividad y la relaciôn llp ido/ 
proteina alimenta con la purillcaciôn del complcjo, y 
es prôxiiiia a la unidad en nnicstras activas dcspués del 
u ltim o paso de purificaciôn. micntras que la enzima desll- 
pidizada por disolvcntcs orgâiiicos es totalmcnte inactiva 
(Gavilanes et al., 1979).

La especificidad del componente lip idico de la enzima del 
insecto sc pone de manifiesto al comparar su composiciôn 
con la de fracciôn soluble de larva. La tabla II muestra 
los datos obtenidos en el anâlisis cualitativo y cuantitativo 
para ambos componcntes lipidicos.

El anâlisis de estos datos révéla el carâcter especifico del 
componente lipidico, ya que la composiciôn de los lipidos 
présentés en el complejo cnzimâtico es diferentc de la 
de la fracciôn soluble de larva (Tabla 11), a partir de la cual 
se aisla el sistema cnzimâtico. La composiciôn en âcidos 
grasos de los lipidos présentés en el sistema cnzimâtico 
es también cualitativa y cuantitativamentc diferentc de la 
de la fracciôn soluble de larva, salvo en el caso en el caso 
de los triaciigliceroles, en los que apareee una gran analo- 
gia. Las mayores diferencias se observan en fosfoglicéridos 
y âcidos grasos libres, siendo en general bastante superior 
el grado de insaturaciôn de los âcidos grasos de la fracciôn 
soluble de larva que los présentés en el complcjo âcido 
graso sintetasa.

Por otro lado la actividad enzimâtica, indcpcndientementc 
de la relaciôn lipido/proteina, parcce dcpender ûnicamente 
de los porcentajes de âcidos grasos libres y fosfoglicéridos. 
Preparaciones enzimâticas de baja actividad prescntan un 
incremento en âcidos grasos libres y un simullâneo des- 
censo en la cantidad de fosfoglicéridos, manteniëndose 
constantes los valores de las restantes clases de lipidos. 
(Gavilanes et al., 1978).

Tabla II . Composicién y grado de insaturaciôn de la fracciôn lipldica de âcido graso sintetasa de C. capitata.

âcido graso sintetasa fracciôn soluble de larva

âcido graso LT TG DG AGL PL LT TG DG AGL PL
(«2.JH) (10.1%) (4.8%) (2.9%) (36.1%) (9.0%) (12.5%) (<2.6%)

to:o tr _ tr 1.3 2.0 _
t2 :0 t.2 tr tr 0.6 tr 30 2,3 0.5 1.1 tr
t2;t tr - - - - tr tr - - -
t4:0 8.4 7.0 6.3 4 1 6.3 4.9 5.2 3.4 2.9 0.8
I4:t 2.2 1.3 3.6 2.3 2.9 tr 0.5 tr •- -
16:0 35.7 38.8 35.6 37.0 34.0 32.4 36.9 30.9 19.8 19.4
t6:l 21.1 20.9 t2.5 t9.0 16.1 24.8 24.3 24.9 31.4 16.5
18:0 8.6 4.9 tO.4 t4.0 7.4 2.4 4.3 2.6 2.9 3.8
t8:t tS.7 17.0 15.6 t7.5 21.2 14.4 16.0 19.1 17.9 31.6
18:2 5 t 7.0 6.2 2.0 8.7 15.7 8.5 18.0 20.8 25.2
t8:3 2.0 3.1 6.8 3.5 3.4 tr - - 3.1 -
20:0 tr - tr - tr 0.7 - tr - 2.4

A 0.55 0.63 0.65 0.53 068 0.71 0.58 0.80 1.00 0.98

Et grado de insaturaciôn sc calcuta couio A - (% nionocnolcos/lOO) I 2 (% dicnolcos/lOO) L 3 (% tricnoicos/lOO). 

LT: tipidos totates; T(J; Iriacitgliccroles; DG: diacitgliccrolcs; AGI,: âcidos grasos liltrcs; PL: fosfotipidos.
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Anâlogamcnlc, la adiciôn de fnsfoglicéridos o sus clases 
aisladas a preparaciones disniinuidas en su actividad por 
tralaniiento con fosfolipasa A j récupéra la funcionalidad 
del complejo. Actuando sobre cl sistema nativo, coleslerol, 
esteres de coleslerol y diaciiglicerolcs, asf como triacilgli- 
ccroles, no se modifica la actividad enzimâtica. La adiciôn 
de âcidos grasos libres inhibe al sistema cnzimâtico (se 
conserva solamente cl 25 % de la actividad cuando la 
relaciôn âcido graso libre/protefna es de 0.5). Un efecto 
contrario provoca la adiciôn de fostoglicéridos en una 
relaciôn TosPolipido/proteina de 0.5, la actividad sc incre- 
menta al 135 %, descendiendo hasta el 80% de la actividad 
inicial para relaciones foslbllpido cxôgeno/protelna ma­
yores de 2, debido a la protccciôn de la enzima por cl 
cxcesode lipidos que dificulta la acccsibilidad del sustrato 
al centro active, impidiendo asf la actuaciôn catalitica. 
(Lizarbe, 1979).

En presencia de lipidos totales, la activaciôn es mcnor 
que el incremento debido a la proporciôn de Fnsfolipidos 
en la mezcla total (a una relaciôn llpido exôgeno/proteina 
de la unidad se alcanza un valor del 124 %). Esta activaciôn 
indica una contribuciôn de la fracciôn lipidica total a là 
actividad enzimâtica. (M unicio et al., 1979).

Un estudio particular utilizando clases de fosfoglicéridos 
indica que la clase minoritaria en la fracciôn lipidica, la 
fosfatidiletanolamina (33 %), ejerce un efecto similar al 
de los fosfoiipidos totales, no modificândose 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 sonicaciôn confirma el carâcter esencial 
desde el punto de vista de la actividad enzimâtica, que 
présenta la fosfatidiletanolamina. La sonicaciôn, a la que 
la fosfatidilcolina es muy resistente (Attwood y Saunders, 
1966), libera fosfatidiletanolâmina râpidamente, inactivân- 
dose la âcido graso sintetasa a los 10 minutos de sonicaciôn, 
mientras que la estructuraciôn de la proteina, seguida por 
dieroismo circular, se afecta débilmente. (Lizarbe, 1979).

Dada la importancia del componente lip idico présenté en 
el preparado cnzimâtico, se estudiô la influencia que dicho 
componente ejerce sobre la conformaeiôn de la enzima. 
Para ello se sometiô al complejo multietizimâtico a una 
série de tratamientos dcsnaturalizantes, como son los 
relativos a la acciôn del dodecilsulfato sôdieo (5DS), colato 
sôdico, urea, cloruro de guanidinio, asi como al efecto de 
la fuerza iônica y de la temperatura, cstabicciéndose una 
correlaciôn entre estructura-funciôn en base a rcsultados 
cspcctroscôpicos y valoraciones tfe actividad.

que la enzima deslipidizada con cloroformo-metanol man- 
tiene sôlo un 3 % de «-hélice.

El tratamiento de la enzima nativa con conccntracioncs 
crecicntcs de dodecilsulfato sôdico y colato sôdico dismi- 
nuyc la actividad enzimâtica hasta la compléta inactiva- 
ciôn de la proteina a concentracioncs de 0.05 y 0.5 % 
rcspectivamente. A pesar de la inactivaciôn producida, el 
sistema eiizimâtico reticne su conformaeiôn dcspués del 
tratamiento con colaio sôdiio  al I %. El detergente pro- 
mueve la eliminaciôn de los fosfoiipidos, disminuyendo la 
actividad enzimâtica para la que esta clase de lipidos es 
esencial. La adiciôn de lipidos totales al complejo tampoco 
modifica la estructura secundaria, siendo prâcticamente 
idéntico el espectro de dicroismo circular. (Lizarbe, 1979).

Un cambio sustancial en la estructura secundaria se apre- 
cia tras cl tratamiento con dodecilsulfato sôdico al 4 %. La 
enzima présenta en estas condieiones un contenido del 
42.8 % de « hélice, 8.4 % de estructura 0 y 48.8 % de 
ordenaciôn apcriôdica. En este sentido es importante 
reseftar que la variaciôn de la estructura 0 se debe posible- 
mente al efecto de los detergentes anionicos, produciendo 
transiciones estructura B-ordenaciôn apcriôdica-«hélice 
(Jirgensons, 1969). La pérdida de actividad se justifica por 
un cambio conformacional, pese a que globalmenic no 
se afecte al contenido en « hélice. (Gavilanes et al., 1978).

El tratamiento con urea y cloruro de guanidinio, origina 
un efecto desnaturalizante irreversible sobre la enzima, 
lo que confirma el papel estabilizante de los lipidos en la 
estructura nativa, no pudiéndose reconstruir la conforma- 
ciôn nativa en presencia del agente desnaturalizante. La 
elipticidad se reduce a medida que se incrementa la con- 
centraciôn de cloruro de guanidinio y urea, de tal manera 
que a concentracioncs 7.5 M  de urea y 4.0 M de cloruro 
de guanidinio, prâcticamente no existe « hélice. A un 
valor 3.0 M  de urea y 1.5 M de cloruro de guanidinio se 
observa una transiciôn conformacional, la pérdida de acti­
vidad se produce antes de esta transiciôn, ya que la enzima 
a estas eonccntraeiones no présenta actividad. (Gavilanes 
et al., 1979).

El incremento de la fuerza iônica origina un graduai des- 
censo de la actividad enzimâtica. A fuerza iônica 1.5 M 
la enzima présenta aproximndamente cl 40 % de actividad, 
no correspondiendo este valor con la pérdida de estructura 
secundaria, no superior al 10 %. Esto indica una baja 
exposiciôn de los residuos cnrgados de la proteina, asig- 
nando de este modo a las mitades polares de los lipidos 
un papel en la solubilidad enzimâtica en sistemas acuosos, 
ya que los restos cargados de la proteina estarân poeo 
expuestos.

Estudios previos de dicroismo circular realizados sobre la 
enzima nativa, muestran que la proteina présenta un 
elevado grado de ordenaciôn. La estructura secundaria 
calculada a partir de dicho espectro révéla un contenido 
del 43 % de « hélice, 26 % de estructura 0 y un 31 % de 
ordenaciôn apcriôdica (Gavilanes et al., 1978), mientras

La modificaciôn de la actividad y de la estructura se ha 
estudiado también en funciôn de la temperatura de incu- 
haciôn y a diferentes liempos de incubaciôn a 37"C. El 
contenido en « hélice disminuye en funciôn del tiemiM) 
de incubaciôn, o de la temperatura, existiendo una tran­
siciôn conformacional a 50"C coïncidente con la transiciôn
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(érmica de actividad, que estâ iiifluenciada por su alto 
contenido en âcidos grasos saturados. (Lizarbe, 1979).

El estudio de la inlUiencia de la temperatura indica tam­
bién (|ue las condieiones de mâxima actividad se alcanzan 
para 10 minutos y 37 "C de incubaciôn, mostrando la enzi­
ma un 20 % de « hélice, un 37 % de estructura IJ y un 47 % 
de cadena estadistica. Iras 180 minutos de incubaciôn a 
37"C.

La contribuciôn, tanto estructural como funcional, de la 
fracciôn lipidica se ha evaluado por mcdio de iralamlentos 
lipoliiicos. Tanto por la acciôn de triglicérido lipasa, como 
fosfolipasa A> o mezcla de ambas enzimas sc observa un 
descenso en la elipticidad. El tratamiento conjunto por 
ambas enzimas lipoliticas produce una desestructuraciôn 
mayor a la producida por cada una de ellas individualmente, 
alcanzândose una situaciôn lim ite  al cabo de 90 minutos 
de incubaciôn, que se corresponde con un contenido del 
8 % en « hélice. (M unicio  et al., 1981).

Con respecto a la actividad enzimâtica, cl efecto producido 
por la triglicérido lipasa es superior (se pierde el 75 % de 
la actividad a los 30 minutos de incubaciôn) al de la fosfo­
lipasa A ; (en el mismo tiempo de incubaciôn sôlo pierde 
el 20 %). La pérdida de actividad, cuando las dos enzimas 
actûan conjuntamente, es similar a la producida por la 
triglicérido lipasa.

Tenicndo en cuenta estos hechos y que la fosfatidiletano­
lamina es la ùnica clase lipidica que ocasiona una apreciable 
activaciôn, se puede in tu ir que los triaciigliceroles propor- 
cionen el soporte conformacional bâsico del complejo, 
mantenido de forma mâs especifica por los fosfoglicéridos. 
Por otro lado, los diferentes componcntes lipidicos del 
complejo âcido graso sintetasa no se encuentran distri- 
lu idos al azar en la estructura de la lipoproteina, sino que 
podrian encontrarse en zonas distintas, con diferentes 
estados Rsicos (Lizarbe, 1979).

El grado de exposiciôn de las cadenas polipcptidicas se 
ha estudiado por tratamientos proteoliticos con tripsina y

quimotripsina. Tras 4 horas de incubaciôn con ambas 
enzimas proteollticas el contenido en « hélice es similar 
en ambos casos. Las cstructuras rcsiduales que sc obtienen 
son scmcjantcs y mâs ordcnadas de lo que se puede 
espcrar a la vista de la composiciôn de aminoàcidos, lo 
que indicaria un numéro aproximadamcntc igual de pun­
tos de ruptura por parte de las dos enzimas y que el com­
ponente lipidico protege dcterminados enlaces o zonas 
de la cadena polipeplidica quedando sôlo un numéro 
reducido de enlaces expuestos a la acciôn protcolitica. 
(Lizarbe, 1979).

La identidad observada entre los mapas triptico y quimo- 
trlptico, asi como el cscaso numéro de péptidos obtenidos, 
apoyan estas deduccioncs; los péptidos résultantes del 
tratamiento proteolitico tiencn una estructura y tamailo 
semejantes, mientras que el numéro de péptidos visuali- 
zados tras el revelado con ninhidrina, en el caso de la 
proteina deslipidizada y digerida con quimotripsina, es 
nctamente silperior al que se obtiene con la proteina 
nativa, o tras una digestiôn lipolltica. El componente 
lipidico debe, por tanto, tener una localizaciôn précisa y 
no al azar en cl complcjo cnzimâtico âcido graso sintetasa 
de Ceratitis capitata.

El estudio estructural que se vicn realizando acerca de 
la âcido graso sintetasa del insecto Ceratitis capitata, 
debido al carâcter de lipoproteina que présenta el com­
plejo, obliga a un constante estudio relativo a intcracciones 
lipido-proteina.

Por este motivo existe una gran cantidad de informaeiôn 
relative a taies interacciones que se ha de considérer en 
este trabajo, habida cuenta de la naturaleza de la enzima. 
Estos datos, referidos a muy diversos sistemas y con el 
ünico ncxo comùn de la existencia de interacciones lipido- 
proteina, prescntan una muy d ific il generalizaciôn en la 
introducciôn que se viene desarrollando. Ello ha obligado 
a su inclusiôn en la tabla 111 relative a interacciones lipido- 
proteina y funcionabilidad biolôgica. Esta recopilaciôn 
compléta y continua, hasta la fecha de impresiôn de este 
trabajo, las presentadas por Lizarbe (1979) y Gavilanes (1980).

Tabla II I .  Intcracciones lipido-proteina y funcionalidad biolôgica.

(N « ’  -  K ’ ) -  A T P ««
n'rtôn (le conejo

Monnumlme
cora/6n de bucy

a -h c fa lb n m ln a

Ri’c rp lo r asljil«t:Rci>|irotrinlc»
Mcpjilocitos de concjo

La rcacfivîK iôn de U enzima deslipidizada requière una disposicidn 
lam clar de las moléculas de lip idos con una densidad de carga ncga- 
liva suficienle, pero no neccsarianicnlc m oKculas de fosPulipIdos 
cargados ncgativanicnte.

n i cntorno lip id ico  In fluye en la actividad catalitica y en la cspccilî- 
ctdad del sustrato.

Ustudios de m icrocalorim efrla y ftuorcscrncia nnicslran la Infltiencla  
del cambio conform.acional de la proteina in d iic id o  por c l p l i  sobre 
la Interacciôn de la nitsma con fosfatid ilcolina

n i receptor en suluciôn acuosa sc inscria csponlAncamcnlc en vcsl- 
culas unilam clarcs, rcstaurilndose U actividad reccptorn.

fscrn de Caldentcy et al. 
(1979)

Naoi et al. (19*0)

llansscns et al. (I9B0) 
llc rrcm a n  et al. (1981)

Klausncr c l al. (1980)
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CMocromn V. oxtdasA 
cornzôn de bucy

LIpnprnfcItias de alla dcnsidad 
(iin i.)

sucro hovino

Rhizopus dcicm ar

Apoproleina del prAtenlIpIdo de mielina

RcccplAr #-adrenér*lc«
corazôn de conejo

Gloeagd*
bovtno y porcino

GMrerol fosfalo-D II 
y a ril snlfalasa

hfgado y ccrebro de raU

Menoamlno exldasa 
AcelilcoHnesterasa

higado y cerebro de rata

MonofosfatldlRnosRel-fesfodiexterasa. 
diversos tejldos de mamiferos

Pépddos sintéticos

Enzimas dependfenles de 
ealmodalina

Proteina qninasas dependienles
de Ca'"

corazôn bovino y ccrebro de rata

Escnaleno epoxldasa 
higado de perro

Rodopsina
cefalôpodos

ATPasa
Schizosnchnromyces fiombe

Cltocromo P45» 
higado de conejo

Monoaminooxidasa 
ccrcbro de rata

Tosina de ta difteria

Fnsfalasa airalina 
rirtôn de cerdo

l a actividad transportadora de elecironcs es funciôn de la cantidad 
de llfos ffltiü tl gticcrol un ido a la en/tm a. Podrian ex ls tir très locnii* 
zacloncs de un ion  a fosfo iip idos con d ife ren tc  afin idad.

Las apoproteinas ( '  en presencia de fosfatid ilco lina cxh ihcn  camhlos 
en la estructura secundaria y tcrciarin esludiados por niiorcsccncia. 
r j  d icro ism o c ircu lar muestra un increm ento en el contenido en

n i tratam iento con fosfoiipidos modiOca la enzima. aumenta la actl* 
vidad sobre lipoprotcinas. l î l  espectro de dicroism o c ircu la r muestra 
un descenso en el contenido en a hélice.

D iferentc com portnm iento de btcapas saturndas e insaturadas de 
fosfoiip idos rccomhinados con la apoprotelna.

Los fosfoiip idos son importantes no sôlo para la actividad de la 
adcnila to  ciclasa sino también necesarios para la un iôn de la hormona 
al receptor 0 adrenérgico.

In leracciona rdpidamenle con vcsiculas de Iccitinas. E l péptido une 
dircctam ente solo el 40 % de las moléculas de llp ido , pero es capar 
de m odificar las propicdadcs de transiciôn de fascdc todos lo f  lip idos 
de la partlcula.

Los valores de K m aparente aumentan en presenela de fosfoiipidos 
cargados negativamente y d ism inuyen  en presencia de aminas 
orgdnicas.

Los valores de Km aparente dism inuyen en presencia de fosfoiip idos 
cargados negativamente y aumentan en presencia de aminas org4ntcas. 
La actividad de enzimas unidas a m em brana puede ser modulada por 
fosfoiip idos cargados, debido al increm ento o d ism inuc lôn  de la 
concentraciôn de sustrato no desplazado de la membrana.

ru e r le m e n le  in h ib id a  por C n  C n  C u ...  liso fosfa tïd ilco lina . S in 
embargo Cio lisofosfatid ilco lina activa la reacciôn.

Estudios con péptidos sintéticos confirm an la hipôlesis de la hélice 
anfipAtica, cada aminoAcido contrlbuye in ic ia lm ente a la asociaciôn 
lip ido-prote ina por Interacciones electrostdtlcas.

C iertos lip idos activan a la 3'-5* nucleôtido cictico fosfodiesterasa y 
a la m iosina qutnasa (enzimas dependientes de ca lm odutina) en 
ausencia de Ca**.

Regulaciôn por fosfoiipidos de la fosforilaciôn dependlente de Ca** 
de una manera independicnte o complementaria a la regulaciôn 
dependlente de calmodulina.

Se requteren fosfoiipidos aniônicos para que se produzca la respuesla 
al factor proteico soluble que estim ula a ta enzima.

Los fosfoiip idos m odilican el pK de prolonaciôn de la base de Schiff, 
por la que se une el retinal a la proteina.

Lccitinas y lisolecitinas rccuperan la actividad enzimâtica pérdida 
por dcsilp id izaclôn parciai. Cardio lip inas se unen a la proteina, pero 
no rcstauran la actividad.

R cqucrim icn to  cspcclllco por cicrtas vcsiculas de fosfoiip idos para 
la actividad enzim.Mica.

D igcstiones con lipasas poncn de m anifiesto que los estados funcio­
nalcs de las diferentes formas de monoaminooxidasa estàn rcguladas 
por d istin tos tipos de intcracciones llp id o  proteina

Enlaza fosfalo de dctcrm inado tipo  de fosfoiipidos. Los fosfoiipidos 
de la membrana podrian tener un Im portante papel en ta un iôn de 
la tox ina  a las células.

fosfatasa alcalina sc une a membranas por una fuertc interacciôn 
con fos fa lid llinos ito l.

Robinson c l al. (1980) 

Patterson cl al. (1980)

IwaI c l al (1980)

Lavialle c l al. (1980) 

Thang c l al. (1980)

Epand el al. (1980)

Naiccz et al. (1980) 

Nalecz et al. (1980)

Dawson et al (1980) 

Kanellis et al (1980)

Tanaka et al. (1980)

W renn et al. (1980)

L in  (1980)

Nashima et al. (1980) 

Dufou et al. (1980)

Ingclm on Sundberg et al. 
(1980)

Iluang  et al. (1980)

A lv ing  et al. (1980)

Low et al. (1980)



Mpoprirtflnsis 4c alla drnsidad ( l l l ) L )
sucfo hutnano

C^lncroma oxidasa
corazôn ilc  bucy

naclrrlarrodopslna
N û h b a i  t r n u m  h a h b iu m

Factor X 
bovtno

Rodopsina
P a ro t topus d f / te ln l

DiacHelIccrolarlItransfcrasa 
higado de ratas

Ubiguinona citocromo c 
oxido reductasa

corazôn bovino

S'^niiclcofldasa 
higado de rata

(C » "  -  M g” ) -  ATPm » 
e tilroc ilos  humanos

C llixrB iBo b>
higado de cnballo y cerdo

Proleina del m ic ro libnU
cerebro de rat»

Acelilcolinesleris» 
critroc 'Ios humanos

Factor de crecim lenlo epldfrmice
g liiid u la s  submaxilares de mosca

Cltocromo P.,e 
corazôn buey

Acrosina
espcrmatozoide de verraco

Tnbulina
higado bovino

L Is ll o iidasa 
aorta bovina

Trnnsfcrcncia de rosCnlInldos dcsdc (Ipnsomns a 111)1.

F.stmliiis de nuorcscciiciu muestran un ciuuhin conrnrmncionni en 
la cu /im a  cu vcsiculas de ruslatid ilcotina iiiduc ido  por la transiciôn 
de fase de lus lip idos.

Lo fase lip id ica  induce transiciones en la scgrcgaciôn protcica. Por 
dchajo de la temperatura de transiciôn de fase (T .) la proteina es 
monomôrica y por cncinia de T , es un agregado exagonal.

PI efecto cstim ulante de los fosfoiip idos en la activaciôn del factor 
X es debido a un efecto sobre la Km para d icho factor.

Variaciones en los lip idos présentes pucdcn afcctar la velocidad de 
las transformaciones fotoqulmleas

Los fosfoiip idos tiencn un efecto d irecto sobre el sistema aclltrans-

La fosfatid iletanolam ina es especifleamenle rcqucrida para la recons- 
titu c iô n  del com plejo en vesiculas capaccs de mantener el contro l 
respiratorio

La enzima ioteraeciona con csfingomielinas y fosfatid ilco lina resul. 
tando afectados la estabilidad y la energia de activaciôn.

La fosfatid ilserina produce en la enzima los mismos efectos que la 
presencia de calm odulina.

El segmcnto C O O II term inal conteniendo 2 de los 4 grupos carboxl- 
licos del dnm in io  enlazantc a membrana del citocrom o b , es crucial 
en la interacciôn lip ido-proteina.

La fosfatid ilserina y cardiolip inas de las membranas hepâticas son 
responsables de la un iôn de la proteina a la membrana.

Liposomas de fosfoiip idos aumentan la actividad del d im ero de 
acetilcolinesterasa debido a una m odulaciôn por un entorno hidro-

Los lip idos tiencn un im portante papel en la interacciôn del factor 
de crecim iento-receptor.

Las c ’ rd io lip inas son el cstim ulante m is  efectivo. La acciôn de los 
fosfoiip idos es debida a la modulaciôn del enlace de un iôn  de eoles- 
tero l al citocromo.

La proteinasa se une a fosfoiipidos por interacciôn electrostltica 
indicando que la enzima tiene propiedades de proteina cxtrinseca 
de membrana.

La asociaciôn de fosfalidiletanoam ina a la proteina ocurre solamente 
en la transiciôn de fase lip id ica. Se observan canibios en el espectro 
de fluorescencia y de d icroism o circular.

Sales de Ic idos grasos y sales biliares inh ibcn  la oxidaciôn de la 
elastina y del co llgcoo  por la enzima.
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N igg li e l al. (1981)
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D i Francesco el al. (1981)
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Lambeth (1981)

Straus el al. (1981)

Kum ar c l al. (1981)

Kagan el al. (1981)

OItjcfiïo de la présente investigaciôn.

I.os estudios previos sobre ci complcjo âcido graso slnie- 
tii.sa del insecto (Gavilanes et al., 1978-1979; M im ic io«t al., 
1977; Lizarbe, 1979) sc han ccnlrado en la caracterizaciôn 
de los componcntes lipidico y polipeptidico del sistema. 
Anâlisis de aminoàcidos y modificaciôn de las distintas

clases lipidicas han sido los objciivos iniciales de aquc! 
estudio que se complelô con el anâlisis conformacional 
(Ici sistema. fi l probicma ha qucdado eslabiccido a nivcl 
topolôgico, relativo a la distribuciôn del componente lip i­
dico en el sistema. El objetivo de la invcsiigactrin que se 
va a dcscribir sc ha ccnlrado prccisamcntc en este aspecto, 
como clapa posterior bacia el conocimicnto de la relaciôn 
estructura -funciôn de este sistema lipoproteico.



PARTE EXPERIMENTAL

Material biolôgico.

ni diptero Ceratitis capitata, utilizado a lo largo de toda 
la experimcntaciôn, se cultiva en el Instituto Nacional 
de Investigacrones Agronômicas (E l Encin, Alcalà de 
llenares), bajo condieiones controladas de temperatura, 
dicta y humedad (Fernândez-Sousa c l al., 1971).

Una vez elim inada la dicta, las larvas de 5 a 7 dias se 
congelan en aire liqu ido y se conservan a -60" C hasta 
el momento de su utilizaciôn.

Dctcnninaciôn de la actividad enzimâtica.

La actividad enzimâtica de la âcido graso sintetasa de 
C. capitata se détermina mediante los métodos espectro- 
fotométrico o radiactivo.

Mêtodo espectrofotométrico.

El cnsayo se basa en la disminuclôn de la absorciôn a 
340 nm, debida a la oxidaciôn del N ADPH  en el proceso 
de biosintesis “de novo" de los âcidos grasos.

La mezcla de incubaciôn contiene fosfato potâsico 0.25M, 
2-mcrcaptoctanol 0.2 m M , ED TA  0.4 m M . acetil-CoA 
12 nM, N ADPH  300 nM , m alonil-CoA 43 nM y 1-10 
miliunidades de enzima, en un volumen total de 2 mi. 
Sc détermina cl descenso de la absorciôn de un blanco a 
base de todos los elementos de la reacciôn a excepciôn 
de n ia lonil-CoA ; dcspués de 3-4 minutos sc adiciona el 
sustrato y sc m idc el grado de oxidaciôn del NADPH.

Una miliunidad de enzima es la cantidad que bajo las 
condieiones del cnsayo cspectrorotométrico, consume I 
nmol de m alonil-C oA  por minuto, correspondicnte a 2 
"moles de N ADPH  o a una disminuclôn de absorbancia 
de 0.006 unidadcs.

Mêtodo radiactivo.

Se basa en la incorporaciôn de ( l - " C )  acetil-C oA  en 
âcidos grasos.

La mezcla de incubaciôn contiene: m alon il-CoA 50 nM, 
NADPH 300 nM, 2-mercaptoetanol 3 mM, ED TA 3 mM, 
fosfato potâsico 0.25 M y 13.5 nmoles (0.05 u C i/m i de 
incubaciôn) de ( l-"C )-a c e til-C o A . La reacciôn sc inicia 
por la adiciôn de 0.3 ml de la preparaciôn enzimâtica, de 
concentraciôn variable, a 0.2 ml de la mezcla de cofatores. 
La mezcla de incubaciôn se mantiene a 37"C en bano de 
agua durante 10 minutos con agitaciôn constante. A l cabo 
de este tiempo se detiene la reacciôn a 0-4"C por adiciôn 
de : a) 0.15 ml de KOH al 50%, realizândose a continuaciôn 
la extracciôn de los âcidos grasos con hexano o b) 1.05 ml 
de metanol y 0.5 ml de cloroformo, si la extracciôn se 
lleva a cabo por el mêtodo de B ligh-Dyer (1959), que 
permite trabnjar a eonccntraeiones de proteina supcriores 
a las del método a) o en presencia de lipidos o detergentes.

Extracciôn con hexano (Golbcrg et al., 1972).

Las mezclas de incubaciôn tratadas con KOH al 50% se 
introducen en un bano de agua hirviendo durante 20 
minutos, al cabo de los cuales, se enfrian en hiclo. La 
mezcla fria se acididca con HCI hasta virajc del naranja 
de metilo mâs 3-4 gotns de exceso para ascgurarsc un 
pH 1.0. Se anadcn 5 ml de hexano (la extracciôn puede 
haccrse igualmentc con eter de pctrôleo), y la mezcla se 
agita por vibraciôn durante dos pcriodos de 30 scgundos 
cada uno. La fase acuosa sc congela introducicndo los 
tubos en aire liquido, y la fase orgânica se trasiada a 
vialcs de centclieo. Sc rcpitc la extracciôn una vez mâs 
y se élimina cl disolvente a 60"C.

La utilizaciôn de este método de extracciôn requière una 
baja conccntraciôn de lipidos y detergentes y que la 
proteina sc cncuentre a conccntraciôn inferior a 0.3 mg 
por ml de incubaciôn; a niveles siiperiorcs, la agitaciôn



de las fases acuosa y orgânica origina una geliHcacion que 
impide conlinuar el proccso de extracciôn.

Mêtodo de n iig li-D yer (1959).

La mezcla de incubaciôn tratada con 2.1 volûmencs de 
metanol y 1.0 volûmencs de cloroformo se agita por 
vibraciôn durante 90 scgundos. Tras la adiciôn de otro 
volumen de cloroformo y un volumen de agua destilada, 
se agita nuevamcntc durante I m inuto y sc ccntrifuga 
proccdicndose a la extracciôn de la fase clorofôrmica. La 
fase acuosa se vuelve a extraer con dos volûmencs de 
cloroformo.

Las fases clorofôrmicas que conlienen los âcidos grasos 
formados se reûnen, se secan sobre sulfato sôdico anhidro 
durante una noclie (4"C) y se filtran por papel Whatman 
n" I a viales de centellco, llcvândose dcspués a sequedad 
por cvaporaciôn del disolvente a 60"C.

Medida de ta radiaclividad incorporada a los âcidos grasos.

La radiactividad incorporada se détermina por centelleo 
liquido utilizando como sistemas de centelleo a) 4 g de 
l’PO (2,5-difeniloxazol), 100 mg de POPOP (1,4 bis-(5 
fenil-oxazoliD-benceno] en un litro  de tolueno o b) 1.5 
g de PPO, 0.45 g de POPOP, 150 g de naftaicno, dioxano 
hasta 1500 m l de disoluciôn y 300 ml de agua. A los 
viales que contienen las muestras secas se anaden 10 ml 
de una soluciôn de centelleo, efectuândose la medida en 
un espectrômetro de centelleo liquido Packard Tri-Carb 
3255.

La actividad enzimâtica es la media de très détermina- 
ciones expresada en nanomoles de âcido graso formado 
durante 10 minutos a 37°C.

Valoraciôn de proteinas.

siendo;

Ann = absorciôn de la muestra a 280 nm 
I -  paso ôptico en cm 
c -  conccntraciôn molar de la muestra 
'n o  = coclicicntc de cxtinciôn molar de la m ucq,, 

( M ' c m ' )

Las medidas de absorciôn sc cfectûan en un cspccirofu. 
lômctro Cary 118, empicândose cubctas de cuarzo do 
I cm de paso ôptico.

Aislamiento.

Extracciôn.

250 g de larvas se homogeneizan en O m ni-M ixer (Sorvall, 
USA) frentc a 100 ml de tampôn fosfato potâsico 0.1 M, 
pH 7.5, que contiene 2-mercaptoetanol I mM y EDTA 
2 mM, durante 6 minutos en pcriodos de 2 minutos. P.| 
homogeneizado se ccntrifuga a 34 800 g durante 15 ibinutos 
en una ccntrifuga Sorvall RC2B (rotor SS34) termasln- 
tizada a 2-4"C. El sobrenadante, previa filtraciôn porgasn, 
se somete a la etapa siguiente.

Fracciôn soluble. Precipitaciôn con sitl/ato amônico.

El nitrado obtenido en la etapa anterior se ccntrifuga n 
95000 g durante 90 minutos en ultracentnTuga Beckman 
modclo L-4 clase Q con rotor tipo 40. Se desecha ci 
precipitado, y al sobrenadante previamcnte filtrado pur 
gasa se anade lentamente y bajo agitaciôn constante 
sulfato amônico finamente pulverizado hasta una satura- 
ciôn del 50% La adiciôn de sulfato amônico se realiza 
con agitaciôn magnética a 4"C durante 45 minulos, ni 
cabo de los cuales se ccntrifuga a 34800 g durante 30 
minutos a 4"C. El sobrenadante se desecha yeisedimcnto 
se conserva a -20"C bajo atmôsfera de nitrôgcno para su 
posterior utilizaciôn.

La determinaciôn de la conccntraciôn de proteinas se 
realiza scgûn el método de Lowry et al. (1951).

En algunas etapas de la purificaciôn, el exceso de fosfato 
potâsico en cl mcdio origina la apariciôn de un precipitado 
blanco que se sépara por ccntrifugacion (Bensadoun et al., 
1976), realizando la medida de absorciôn en el sobrena­
dante.

En preparaciones purificadas de âcido graso sintetasa, la 
determinaciôn de la conccntraciôn sc realiza mediante el 
cniplco del cocficicnte de cxtinciôn molar a 280 nm, 
previamcnte dctcrminado, y scgûn la exprcsiôn:

A jjo  = rj,o. I . e

Redisohtciôn y  diâlisis.

El precipitado conservado a -20"C se redisuelve en 100 
ml de tampôn fosfato potâsico 0.1 M, pH 7.5, contcnirndu
2-mercaptoctanol I mM y EDTA 2 mM con ayud.i de 
un homogeneizador de vidrio-te llôn. Se mantiene dur iiite 
45 minutos con agitaciôn magnética constante, elimin.in- 
dose cl material que no sc disuelve por centrilugaciôn 
a 34 800 g durante 30 minutos a 4®C.

La disoluciôn sc dializa frcnte a 3 litros de tampôn fovf.il'* 
potâsico 0.01 M, |»ll 7.5, conteniendo 2 -mcrcaptnctuml 
I mM y E l)T .\ 2 mM en un ultrafiltrador b / l l l  ( l - l  
acetalo de cclulosa de fibra hucca. La dtiracion de r'T ' 
etapa oscila entre dos horas y dos horas y media.



Cromaingrnfla en DEAE-celiilosa.

a) Preparaciôn del cdniblador.

n i cambi.-tdor, DEAE-cclulosa, sc I rata con 15 volû­
mencs de 11C I 0.5 N durante 30 minutos, lavândosc 
a continuaciôn con agua destilada hasta pi I 5. El 
proceso sc rcpitc dos veccs con NaOII hasta p l l  8. 
El cambiador se suspende en tampôn Tosfato potâsico 
0.01 M , p ll  3.0, rcnovândosc el tampôn hasta un 
p ll  de 4.5. En esta forma se desgasifica el cambiador 
a la trompa de vacio con agitaciôn ocasional durante
3-4 horas, al cabo de las cuales se lleva a p l l  7.5 
por succsivos lavados con tampôn fosfato 0.01 M 
p ll  7.5, conteniendo 2-mcrcaptoetanol I mM y 
ED TA 2mM. El cambiador se conserva hasta su 
utilizaciôn a 4.®C.

b) Adsorciôn y  eliidôn.

Unos 150 ml de DEAE-celulosa en tampôn fosfato 
potâsico 0.01 M, pH 7.5, conteniendo 2-mcrcap- 
toetanol I m M  y ED TA 2 mM, se agitan lentamente 
durante I hora, a 4”C, con los 100 ml de la soluciôn 
dializada obtenida en la etapa anterior. A l cabo de 
este tiempo se filtra la résina para elim inar las pro­
teinas no retenidas. La résina se lava dos veces con 
100 ml de tampôn de equilibrado, agitando cada vez 
y flltrando. Los filtrados se desechan.

La eluciôn de la âcido graso sintetasa de la résina 
se lleva a cabo con tampôn 0.3 M, pH 7.5, conte­
niendo 2-mercaptoetanol 1 mM y ED TA 2 mM. 
Se lava la résina a 4°C y con agitaciôn lenta durante 
I hora con 100 ml de este tampôn. Este proceso 
se repite très veces conservândose los eluidos para 
su posterior concentraciôn.

ultrafiltraciôn modclo U l 52 en cuyo fondo se coluca una 
membrana de diâlisis (I'M  10, 62 mm de diâmciro). Se 
pasa una corricnic de N> a una prcsiôn mâxima do 3 
atmôsfcras hasta que cl volumen de la disoluciôn sc baya 
reducido a 18-27 ml. Sc divide el conccntrado en frac- 
cioncs de 3 ml que se conservan a -60"C.

Cromatogntfia en Sephadex G-ISO.

a) Preparaciôn del gel.

La hidrataciôn del gel sc consigue mantcniendo el 
sôlido comcrcial durante 3 dias a temperatura am- 
biente en un exceso de mcdio de eluciôn. El proceso 
puede acelerarse mantcniendo durante 3 horas cl 
gel en bano de agua hirviendo. Para su desgasificaciôn, 
el gel se somete a vacio en trompa de agua agitando 
ocasional y cuidadosamente.

E l gel asi tratado se deposita en una columna 
cromatogrâflca (2.5 x 50 cm) y se lava cxhausti- 
vamente con el sistema de eluciôn, tampôn fosfato 
potâsico 0.25 M, p l l  7.5, conteniendo 2-mercap­
toetanol I mM y ED TA 2 mM.

b) Cromatografia de la fracciôn de âcido graso sintetasa.

Las fracciones obtenidas en la etapa anterior, con- 
servadas a -60”C, se descongelan y se aplican en 
la columna previamcnte equilibrada. Se eluyc con 
el mismo tampôn de equilibrado a un flujo de 35-40 
m l/h. Las fracciones con actividad de àcido graso 
sintetasa se combinan y se conservan a -60°C. El 
perfil de absorciôn ultravioleta del eluido se registre 
a 280 nm mediante un fotômetro de flujo continuo 
Uvicord II.

La résina se trata con 250 ml de tampôn fosfato 
potâsico I M , p l l  7.5, conteniendo 2-mercaptoetanol 
1 m M  y EDTA 2 m M  para elim inar todas las 
proteinas que han quedado retenidas fuertemente.

c) Regeneraciôn.

c) Regeneraciôn del Sephadex G -150.

Una vez realizada la cromatografia, se lava la co­
lumna con el mismo sistema de equilibrado, que­
dando asi dispuesta para su posterior utilizaciôn.

La résina se lava 5 veccs con 4 volûmencs de agua 
destilada y a continuaciôn con tampôn fosfato potâ­
sico 0.01 M, p l l  4.5. Se desgasifica y se équilibra 
nuevamcntc con tampôn fosfato potâsico 0.01 M a 
p l l  7.5, conservândose a 4*C.

Concentraciôn en células de ultrafiltraciôn Amicon.

Las fracciones del primero y segundo lavado con tampôn 
fosfato potâsico 0.3 M (200 m l) se reûnen y concentran 
en una cclula de ultrafiltraciôn Amicon. La disoluciôn 
a conccntrar sc deposita en cl interior de una cclula de

Espectro de absorciôn ultravîoleta.

La determinaciôn del espectro de absorciôn ultravîoleta 
de la âcido gra.so sintetasa de C. capitata se ha llevado 
a cabo en cubctas de cuarzo de I cm de paso ôptico, 
empicândose un espcctrofotômetro Cary 118. El cspcciro 
se ha obtenido a una velocidad de barrido de 0.2 nm/s. 
Para la determinaciôn se ha empicado una soluciôn de 
enzima 0.2 mg/ml en tampôn fosfato potâsico 0.25 M, 
p ll 7.5, conteniendo 2-mcrcaptoctanol I mM y EDTA 
2 mM.
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Debido il la dispersion ôplicn que origina cl componcnic 
lipidico de la enzima. cl cspcciro obtenido se corrige en 
base a la relaciôn cxistcntc entre I / /  y dis|»crsiôn ôptica.

Dicroismo circular

Los cspectros de dicroismo circular se obtienen en un 
dicrografo Joviri Y von R. J. Mark i i l  cquipadocon lâmpara 
de xenon de 250 w a una velocidad de barrido de 0.2 nm/s. 
Todas las disoluciones de lirotcina se filtran en M illipore 
(diàmctro de poro de 5 micras) o se centrifugan previa­
mcnte a la determinaciôn espcctroscôpica. La concentra­
ciôn empleada en todos los casos es de 0 2-0.4 mg/m l 
en células cilindricas de 0.05 cm de paso ôptico. La 
concentraciôn de proteina se détermina espectrofotomé- 
tricamente utilizando el cocficicnte de cxtinciôn molar 
de la proteina.

La elipticidad a cada longitud de onda se expresa como 
elipticidad molar por residuo de aminoâcido, en unidadcs 
de grado. cm.^ decimoP', corrcgida para la elipticidad 
de la disoluciôn tampôn. El peso molecular medio por 
residuo de aminoâcido que se considéra para este câlculo 
es de 110 La elipticidad molar por residuo se calcula a 
partir del registro de elipticidad observada, segûn la 
exprcsiôn:

0MWR = e-np6n).100 . cmVdmol

siendo;

0MWR, elipticidad molar por residuo 
MWR, peso molecular medio del residuo de aminoâcido 

0 i  , elipticidad observada 
I , paso ôptico
c , concentraciôn de proteina.cn mg/ml.

l ’olarIz.aclAii de niioresccncla.

La polarizaciôn de fluorescencia, se détermina en un 
cspccironuorim ciro  Eica 55 M K II. Las cubetas par.a 
fluorescencia cmpicadas son de I cm de p:iso ôptico. La 
fluorescencia sc mide a un ângulo de 90 grados. En todo» 
los easos la absorciôn de la muestra a la longitud de onda 
de cxcitaciôn ha de ser inferior a 0.05 para cvitar efectos 
de filtro  intcrno, si esto no se cumple hay que corregir 
las medidas de intcnsidad de fluorescencia. El cspcciro 
lluorim elro termoslatizado a 20"C mediante bano de ngu« 
circulante, sc adapta para medidas de polarizaciôn por 
montaje de prismas de Glan-Tliomson direelamcntc a la 
cntrada y salida de porlacubetas. Los valores de polari 
zaeiôn de fluorescencia se corrigen para la rcspucsta del 
monocromador segùn la siguiente exprcsiôn:

P =

siendo:

P = polarizaciôn de fluorescencia.
EE -  intcnsidad de fluorescencia en el piano vertical 

para una radiaciôn de cxcitaciôn polarizada 
asimismo en el piano vertical.

BE = intcnsidad de fluorescencia en el piano vertical 
para una radiaciôn de cxcitaciôn polarizada en 
cl piano horizontal.

EB -  intcnsidad de fluorescencia en el piano horizon­
tal para una radiaciôn de cxcitaciôn polarizada 
en el piano vertical.

BB = intcnsidad de fluorescencia en cl piano horizon­
tal para una radiaciôn de cxcitaciôn polarizada 
en el planô horizontal. (Rank, 1947)

Anâlisis de aminoàcidos.

Fluorescencia.

Los cspectros de fluorescencia se realizan en un fluorf- 
metro FICA 55 M K  II, equipado con una lâmpara de 
xenon de 450 w, utilizando una anchura de rendija de 
2.5 y 7.5 nm para los haces de cxcitaciôn y emisiôn 
rcspectivamente. El espectro se registra en un XY 
Ohnigrafic 200 a 10 nm/m in. Todas las disoluciones de 
proteina cmpicadas se centrifugan a I 500 g durante 10 
minutos o se filtran a través de M illipore (5 micras) 
previamcnte a su estudio espcctroscôpico. l.a conccntra­
ciôn de proteina empleada se détermina espectrofotomé- 
tricamentc, en base a su cocficicnte de cxtinciôn molar 
a 280 nm, cncontrândose en todos los casos entre 0.03 y
0.05 mg/ml. |j> absorciôn de las disoluciones de portcina 
cmpicadas en ningùn caso superan un valor de absorciôn 
de 0;05 a la longitud de onda de cxcitaciôn.

Los anâlisis se llevan a cabo en un analizador automâtlco 
Durrum modclo D 500, equipado con un compulador 
PDP-8M que automatiza todas las operaciones de acucrdo 
con un programa previamcnte scleccionado.

Hidrôlisis.

La hidrôlisis de la proteina (0.2 mg) sc lleva a cabo en 
vacio con 0.5 ml de MCI tridestilado az.eôtropo, 5.7 N. 
conteniendo 0.1% (v/v) fcnol, a I08"C durante 24. 48, 
72, 96 y 120 horas. Para cada tiempo de hidrôlisis se 
realizan très dctcrminaciones indepcndicntcs. La hidrô­
lisis se lleva a cabo con muestras de proteina aislada de 
diferentes lotes de larva de C  capUata. Finalizado r i 
proccso. las muestras se llevan a sequedad en rolavnpor. 
con adiciôn rcpetida de 1 ml de agua destilada y entres- 
pondicntc secado.
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Anâlisis oiilnmàtico.

Las muestras secas sc disuelven en 0.5 ml del tampôn 
de aplicaclôn que contiene: citrato sôdico 19.61 g, 20.0 
ml de tiodiglicol, 16.5 ml de l iC I  concenirado, 1.0 ml 
de fcnol en un volumen final de I litro, p ll 2.20 + 0.01.
l.a muestra se pasa a un tubo de tcflôn (4 x 0.3 cm), y 
previa eentrifugaeiôn se apliean a la columna del analiza­
dor entre 10 y 30 pi de la muestra. La duraciôn del anâlisis 
es de aproximadamente 100 minutos. Tanto el tampôn de 
aplieaciôn como los de eluciôn son suministrados por 
Pierce Ch. y sc estcrilizan mediante filtro  Millipore 
(0.45 micras). Finalizado el anâlisis la résina se régénéra 
con lavados de NaOU 0.3 N conteniendo 0.25 g /l de 
EDTA. La composiciôn de aminoàcidos en % molar se 
détermina a partir de los datos de los anâlisis.

Gmpos -SH  libres.

I,a determinaciôn estâ basada en el método de Ellman 
(1959). Se prépara una disoluciôn (0.4 m g/m l) de âcido 
5,5’-d itiob is-(2-nitrobenzoico) (D TN B) en tampôn tris- 
HCI 0.1 M , pH 7.5, conteniendo EDTA I mM. Se anaden 
0.1 m l de esta disoluciôn a 3 ,ml de una disoluciôn de 
proteina (0.2 -0.4 m g/m l) en tampôn fosfato sôdico 0J5 
M, pH 7.5 conteniendo ED TA 2 mM. La mezcla de 
incubaciôn se mantiene à temperatura ambiente regis- 
trândose grâficamente el incremento de absorciôn a 412 
nm, utilizando como referenda la disoluciôn de muestra. 
A l valor de absorciôn obtenido cuando esta se estabiliza 
se resta el de un blanco carente de proteina pero con 
DTNB. A partir de esta absorciôn neta y utilizando un 
cocficicnte de cxtinciôn molar de 13600 M " ' cm "', a 412 
nm, se détermina la concentraciôn del âcido 5 -tio -2 - 
nitrobenzoico formado. A  partir de este dato y de la 
concentraciôn de proteina utilizada para el cnsayo, se 
détermina el contenido en grupos -SH libres. La exactitud 
de la medida se comprueba con soluciones de glutatiôn 
reducido recién preparadas.

el 14% restante debido al n iiroform ialo originado durante 
la reacciôn (B usiir, 1971).

Aislniiiirnlo y sr|iarnrl6ii de cluses de lipidos.
Coiiiatngrnfla en rnpa llnn.

Las distintas clases de lipidos utilizados se obtienen de 
larva de C. capitata. El insecto se homogeneiza en tampôn 
fosfato potâsico 0.1 M, p ll 7.5, conteniendo EDTA 2 mM 
y 2-mercaptoetanol ImM. El homogeneizado se centrifuga 
a 27000 g durante 15 minutos y en el sobrenadante sc 
realiza una extracciôn de lipidos, segûn el método de 
Bligh y Dycr (1959).

La separaciôn de las distintas clases de lipidos sc realiza 
por cromatografia en capa fina. El soporte utilizado es 
Silicagel-G(SGG: Keissegel-G, Merck) que contiene 
CaSO« eomo agiomerantc. Se utilizan plaças de 20 x 20 
cm de distintos espesores, segûn la finalidad perseguida: 
1.0 mm (90 g SGG/160 ml agua destilada), 0.5 mm (40 g 
SGG/80 ml agua destilada y 0.3 mm (30 g SGG/60 ml 
agua destilada). Las plaças se activan a IIO"C durante 
una hora. Los lipidos extraidos por cl método de Bligh- 
Dyer (1959), se aplican disucitos en cloroformo/mctanol 
(2:1, v/v), siendo las cantidades aplicadas variables en 
funciôn del anâlisis a realizar.

Como sistemas de dcsarrollo se utilizan hexano/éter/ 
âcido acético (70:30:1, v /v /v) y hcxano/éter/âcido acético/ 
metanol (60:40:1:1, v /v /v /v ) para separar lipidos neutres, 
y cloroformo/metanol/agua (65:25:4, v /v /v) para la sepa­
raciôn de clases de fosfoglicéridos. La identificaciôn de 
las distintas localizacioncs de lipidos se lleva a cabo 
mediante la utilizaciôn de patrones conoeidos.

Los lipidos se visualizan mediante vapores de lodo 
(Mangold et al., 1961; Sims et al., 1962), disoluciôn de 
rodamina 6G al 1% en metanol (Mangold et al., 1961) 
o reactivo D ittm er (D ittm er, 1964).

N1tracl6n.

La nitraciôn del complejo enzimâtico se lleva a cabo 
en tampôn fosfato sôdico 0.1 M , pH 8.0, incubando 
la enzima en presencia de tetranitrometano a temperatura 
ambiente y idilizando un exceso dos veces molar sobre el 
numéro de tirosinas. El reaetivo se emplea en forma de 
una disoluciôn 0.1 M en elanol al 95% (v/v). El curso de la 
reacciôn se sigue midiendo la absorciôn a 428 nm dân- 
dosc ésta por finalizada cuando A i»  adquierc un valor 
constante. El câlculo de la concentraciôn de nitrotirosina, 
y por tanto cl nùmero de tirosinas nitradas, se efectùa 
utilizando un coeficientc de extinciôn molar para la nitro- 
lirosina a 428 nn\de 4200 M 'em "', (Glazer et al., 1975) 
leniendo en cuenta que el 86% de la absorciôn nota, 
absorciôn de la muestra menos absorciôn de un blanco 
que no contiene proteina, es debida a nitrotirosina siendo

Preparaciôn y anâlisis de esteres metilicos.

Los extractos de lipidos totales o las distinlas clases de 
lipidos, previamcnte separados por cromatografia en capa 
fina sc metanolizan de acucrdo con el método de Metcalfe 
et al., (1966).

Los lipidos totales disucitos en cloroformo o las zonas 
de silicagel que contienen las clases de lipidos, se dis- 
ponen en tubos de vidrio de parcdes gruesas (20 x 150 
mm). En cl primer easo cl disolvente se évapora con 
corrientc de nitrôgcno y en ambos casos sc agregan 0.1 
ml de metanol reactivo, 0.1 ml de trifluoruro de boro 
al 14% en metanol (p /p) y 0.09 ml de benceno /  mg de 
lipido. Los tubos se cicrran bajo atmôsfera de nitrôgcno 
y sc mantiencn a I lO'C durante 90 minutos.
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A la soluciôn «le esteres metilicos sc adicionan 2 volû- 
nicnes de hexano y I volumen de agua. La mezcla sc 
agita por vibraciôn y sc toma la capa superior tic hexano. 
Sc repile cl proce.so otras dos veces con dos volûmencs 
de hexano, los extrados reunidos se secan sobre sulfato 
anbidro. ü i  disoluciôn se filtra y sc concentra en rolavapor 
hasta un volumen pctpieno que sc transfiere a tubos de 
fondo cônico, dondc sc évapora a sequedad cl disolvente 
bajo atmôsfera de nitrôgcno. Estas mezclas de esteres 
metilicos se conservan a -20"C hasta cl momento de su 
utilizaciôn.

La composiciôn de los esteres metilicos de âcidos grasos 
se détermina, con un cromatôgrafo de gases lle w le tt- 
l ’ackard, modclo 5 750, equipado con un detector de 
ionizaciôn de llama de hidrôgcno y columnas de acero 
inoxidnblc de 2 m de longitud y 0.25 mm de diàmctro 
interno, rellenas de succinato de polietilenglicol al 20% 
sobre Chromosorb W (80-I00 mallas).

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

Se opera a I70"C, siendo las temperaturas del detector 
e inyector de 250”C y 300*C rcspectivamente.

La entidad de los picos y la validez cuantitativa de las 
concentracioncs calculadas para los distintos âcidos grasos 
se establecen por comparaciôn con patrones de esteres 
metilicos de los diferentes âcidos grasos.

I ml de soluciôn de molibdato amônico al 2.5 % y | .
âcido iiscôrbico al 10%. El conjunto se calienli,
7 minutos en bano de agua hirviendo. La rear, 
detiene por Inmcrsiôn en baiio de hiclo, se cim,,,,, 
âcido sllicico por eentrifugaeiôn y sc leen las absoib.,,. 
del sobrenadante a 820 nm en un colorfmeiro Ci.ir,, 
Junior II, modclo 6/20. Sc utiliza un blanco conicn,,,, \ 
silicagel de una zona de la plaça de cromatografia c i,r> , 
de lipidos.

Cromalogrqfia de gases.

La determinaciôn cuantitativa de las clases do llpidi» w 
ha llevado a cabo asimismo mediante cl empleo de 
intemo por cromatografia de gases segûn cl mélixi,, ,t, 
Chistie et al., (1970). Sc utiliZa a este objcto âcido prru» 
decanoico (15:0) ya que no estâ présenté en los 
grasos existentes en los lipidos constitutivos de C. rapit.m  
Los factores utilizados para el câlculo de triacilglicrnOn. 
diaciiglicerolcs, monoaeilgiiceroles, âcidos grasos Idur, 
y fosfoiipidos son rcspectivamente: 0.994, 1.054, I J t i  
0.945 y 1.378.

Desllpidizaclôn de la enzima.

La desllpidizaclôn del sistema enzimâtico se realiza por 
los métodos siguientes:

Determinaciôn cuantitativa de las distintas clases de lipides. 

Se ha llevado a cabo por los très métodos siguientes:

Medidas gravimilricas.

El âcido sllicico correspondicnte cada clase de lip ido 
separadas por cromatografia en capa fina se transfiere a 
un tubo de vidrio de boca esmerilada B-29, con el fin 
de procéder a su extracciôn y determinaciôn cuantitativa. 
La extracciôn de triaciigliceroles y esteres de colesterol, 
se realiza con cloroformo, la de âcidos grasos libres y 
diaciiglicerolcs con cloroformo/mctanol (2:1, v/v), y la de 
fosfoiipidos con mezdlas de cloroformo/mctanol 2:1, 1:1 
y 1:9 (v/v) y finalmente metanol absoluto.

Valoraciôn de fosfoiipidos.

Se lleva a cabo por cl método de Rouser y col. (1966). 
El âcido silicico en el que van adsorbidos los fosfoiipidos 
se transfiere a un matraz Kjcidal que se calienla suave- 
mente para elim inar restos de disolventcs cromalogrâficos. 
Se adicionan 0.9 ml de âcido perclôrico al 70% y sc 
introduce cl matraz en baiio de arena a 250-260”C durante 
25 minutos, dcjando enfriar a continuaciôn la muestra a 
temperatura ambiente. Se aiiaden 7 ml de agua destilada.

Disolvenles orgànicos.

Preparaciones de àcido graso sintetasa (2 mg/ml) sc traljn
con los siguientes disolventes o mezclas de disolvcnlr»

a) Un volumen de éter etilieo, o mezclas de éir» 
etilico/etanol en proporciones 3 :1 ,1 :1 ,13  (v /v )u d f 
etanol a -IO"C.

b) Nueve volûmencs de acetona enfriada a -20"C

c) Cinco volûmencs de etanol/acetona 1:1 (v/v). u dr 
ctanol/éter etilico/agua 90:30:1 (v /v /v) a 4 ( «> dr 
butanol a -IO"C.

En todos los casos la mezcla se mantiene bajo agita» ton 
magnética durante 30 minutos. El precipitado ubletitd " 
se sépara por eentrifugaeiôn a I 500 g durante 10 in im d''' 
o por filtraciôn en papel Wliatman n.® I, repiliénilu 'f 
proceso de extracciôn sobre cl precipitado.

La dcsiipidizaciôn con cloroformo/mctanol 2:1 *'
realiza por cl método de Bligh- Dycr ( 1959), a n te r io r '" '" "  
descrito. En el caso de u lilizar mezclas de disidvcntr/ 
détergente, el tratamiento sc lleva a cabo por cl n iiun" 
método empicado con el disolvente puro.
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(a  fase organ ica sc concentra en rota va por, dcterminân- 
(losc por el método gravimétrico la cantidad total de 
lipidos extraidos. El residuo protéico sôlido se somete a 
distintos tratamientos para su redisoluciôn, detallados en 
cl apartado de Kesiiltados, y se ensaya actividad de âcidn 
l ’jaso  siniclasa en las condieiones estandar de valoraciôn, 
con extracciôn final de lipidos con clorolormo/mctanol 
2/1 (v/v).

Adiciôn de lipidos.

La modificaciôn de la relaciôn lipido/protcfna se lleva 
a cabo con preparaciones de la enzima nativa.

Los lipidos cxôgcnos, lipidos totales o clases de lipidos, 
se adicionan mediante sonicaciôn en el tampôn estandar 
de valoraciôij, durante 2 minutos a temperatura ambiente 
en sonicador MSE (20 kc).

Preparaciôn de daiislirosfalldlletannianiina (l)PK).

La fosfatidiletanolamina sc obtiene de larva de C. capitata 
siguiendo el método general descrito para cl aislamiento 
de las distintas clases de lipidos.

La dansilaeiôn sc lleva a cabo por el método de Gray 
(1967). A I iig de fosfatidiletanolamina (PL) en 2(X)pl de 
bicarbonate sôdico 0.2 M se anaden 200 pi de cloruro 
de dansilo (2.5 m g/m l) en acetona y la mezcla do rcae- 
ciôn se incuba a 45"C durante 30 minutos. La reacciôn 
de dansilaeiôn se contrôla por cromatografia en plaças de 
poliamida con âcido fôrniico (1.5% v /v ) como sistema 
de dcsarrollo.

La purificaciôn de la DPE sc lleva a cabo en plaças de 
silica gel por el mismo método utilizado para el fraccio- 
namiento de fosfoiipidos. La DPE se cluye de la plaça 
con etanol.

Tratamiento con detergentes.

Preparaciones del complejo multienzimâtico se tratan a 
diferentes concentraciones, segûn el ensayo, con colato 
sôdico, y dodecilsulfato sôdico.

Previamcnte el dodecilsulfato sôdico se purifica y recris- 
taliza. Las incubaciones se realizan en tampôn fosfato 
sôdico 0.25 M , conteniendo EDTA 2 mM y 2-mercaptoe­
tanol I mM, p l l  7.5, a 37”C durante 10 minutos.

Obtenciôn del llpopollsacôrido—"C  de E. coll.

Incorporaciôn de marcadores de lliiorcscencia.

Se prépara una disoluciôn 2x10"' M de 1,6-difcnil-1,3,5- 
hexatrieno (D P II) en tetrahidrofurano, inmediatamente 
antes de su uso; esta disoluciôn se diluye 1:100 con 
tampôn fosfato potâsico 0.24 M , p ll 7.5, conteniendo 
EDTA 2 mM mediante fucrte agitaciôn durante 10 minutos 
a temperatura ambiente. Se obtiene una dispersiôn acuosa 
de DPH 2x10“ ’ M , fluorescente, clara y estable. Un 
volumen de disoluciôn del complejo âcido graso sintetasa 
(0.1 mg/m l) en el mismo tampôn fosfato se incuba eon 
un volumen de la dispersiôn de DPH, a diferentes tem­
peraturas y durante diferentes intervalos de tiempo, con 
agitaciôn constante. Para el marcaje del complejo enzimâ- 
tieo con DPE se utiliza el mismo procedimiento descrito, 
empleando inicialmente DPE 2x10 ’  M en etanol.

El lipopolisacârido se ha aislado y purificado de una cepa 
de E. coli serotipo OUI a, OUI b : K58 : H2I procédante 
de la Colecciôn Americana de Cultivos T ipo (ATCC), y 
que se cultivô en un medio que eontenia glucosa-'*C  
eomo ùnica fuente de earbono. La extracciôn del lipo­
polisacârido-'’ C se realiza en fenol-agua (Westphal, 1952). 
El lipopo lisacâ rido -"c  asi obtenido presentaba una acti­
vidad especifica de 2.23 pCi/mg.

Disociaciôn de ia proteina.

La disoluciôn se lleva a cabo por diâlisis durante 5 horas 
a 0"C frente a tampôn Tris 5 mM, glicocola 35 mM, p li 
8.4, conteniendo EDTA 2 mM y 2-mercaptoetanol i mM.

Preparaciôn del soporte cromatogrâjica.

Interacciôn âcido graso sintctasa-lipopoiisacârido de E. coli.

La proteina en tampôn fosfato potâsico 0.25 M, p l l  7.5, 
se ha tratado con una disoluciôn de lipopolisacârido de 
T- coli ( I  m g/m l) preparado recicntenientc por agitaciôn 
durante 10 minutos.

La cromatografia de pcnetrabilidad del complejo lipopoli- 
sacârido-âcldo graso sintetasa se lleva a cabo en columnas 
«le Scpbarosa 6R ( I x50 cm) equilibrada con tampôn fosfato 
0.25 M, p ll 7.5 recogiéndose fracciones de 0.6 mi.

El soporte utilizado para el fraccionamiento de la proteina 
disociada es CH-Sepharosa 411 activada con bromuro de 
cianôgeno. Dicho soporte se lava primeramentc con I litro  
de CINa 0 5 M, para eliminar las posibles molécrdas de 
lactosa y dextranos présentés; a continuaciôn sc realizan 
sucesivos lavados con agua destilada para elim inar cl 
cloruro sôdico.

La Sepharosa c -aminocaproilpanleteina sc prépara por cl 
método de Lornitzo et al. (1975) incubando ci soporte con 
la panteteina(L5 pm ol/lg de gel hûmcdo) durante 18 horas 
a temperatura ambiente y agitaciôn constante mantenien-
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(lo cl p ll entre 4.5 y 6. Para la uniôn del ligandu al soporte 
se utiliza l-clil-3-(.3-dinielilan)inopropil) carbodiiinidn a 
una concentraciôn final de 0.1 M. La panleteina se obtiene 
a partir de panletina por reducciôn con amalgama de 
sodio.

tampôn Tris 0.1 M , fnsfaln potâsico 0.1 M , p ll  8.4 coin, 
niendo EDTA 2 mM y 2-mercaptoclanol I mM.

Cronuuop.nxiio de afinidad.

La pantctcina unida se ensaya mediante hidrôlisis alcalina 
de 0.1 ml de Sepharosa-c-aminocaproilpmiteteina lavada 
con 0.01 ml de K O ll 0.1 N durante 15 minutos a tempera- 
tura ambiente y posterior neutralizaciôn con 0.01 m l de 
c m  IN ,  valorando grupos -SU libres. El soporte con cl 
ligando unido se lava con tamponcs alcalino y âcido de 
alta conccntraciôn ( IM )  y posteriormente se dan lavados 
eon agua destilada. El gel asi tratado sé deposita en una 
columna cromatogrâfica (1x10 cm) y se équilibra eort

Se cargan en la columna de Sepharosa 3 ml de una tli»i, 
luciôn de proteina disociada (2 m g/m l) realizândose I, 
eluciôn en dos condieiones sucesivas diferentes, primei, 
mente a 0"C con tampôn T ris0.1 M , fosfato potâsico0.) m  
p ll 8.4 conteniendo EDTA 2 mM y 2-mercaptoclHn<4 
I mM y a continuaciôn con tampôn Tris 0.1 M, foslm,, 
potâsico 0.1 mM, p ll  10, contcnicnd») EDTA 2 mM y 
2-mercaptoetanol 1 mM a 25”C. Sc rccogen fraceionri 
de 1 ml.



RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de Acido graso sintetasa.

El proceso empicado en la puriHcacion del complejo 
multienzimâtico âcido graso sintetasa del insecto C. capi­
tata proporciona una enzima con actividad especifica de 
77 unidades/mg. El rendimiento del proceso es del 40% 
y la purificaciôn de la enzima de 180 veces. Estos valores 
son esencialmente coïncidentes con los previamcnte des- 
critos para este sistema enzimâtico (Lizarbe, 1979; M uni­
cio et al., 1977).

Caracterizaciôn espcctroscôpica de Acido graso 
sintetasa del insecto.

Considerando el carâcter de los estudios a realizar sobre 
c l complejo multienzimâtico asi como la metodologia 
empleada, el primer requerimiento se centra en la carac- 
tcrizaciôn espcctroscôpica del sistema nativo a fin de 
cstableccr los adecuados parâmetros de referenda.

Figura I .  Espcciro de absorciôn de âcido graso sintetasa de C. capitata.
( ----------) espccifo expérim entai; (    ) espectro Icôrtco
considerando la dispersiôn (la  escala en este caso es doble de 
la anterior).

Espectro de absorciôn ultravioieta.

En la figura 1 se recoge el espectro obtenido experimen- 
lalmcnte para ia âcido graso sintetasa de C. capitata en 
condieiones nalivas. Como se puede apreciar, el incremento 
de absorciôn en la regiôn de 350-310 nm, en la que una 
cadena polipeplidica no présenta absorciôn, indica la exis- 
Icncia de un'componcnte de dispersiôn. Por ello, también 
sc recoge en la figura I el espectro teôrico calculado 
considerando la lincaridad cxistenle entre l / l '  y disper­
siôn, lomando como base para la posterior cxlrapolaciôn 
los valores de absorciôn en la zona en la que ia proteina 
no debe absorber. Para ello sc ha seguido un programa 
de minimos cuadrados, dcicrminândosc valores a cada nm. 
I l inàximo de absorciôn del espectro tcôrico apareee a 
7H0 nm, cncontrândose un hombro a 290 nm. Estos dos 
becbos revclan una importante contribuciôn de residuos 
de tiiptôfano, que ai pi I al que se ha rcalizado el espectro, 
l'I I neiitro, prescntan la mayor aportaciôn unitaria de entre 
los cromôforos aromâticos protcicos.

Dicroismo circular.

En la figura 2 se recoge el espectro de dicroismo circular 
de la âcido gra.so sintetasa de C. capitata en cl ultravioieta 
lejano. En las condieiones en las que sc ha obtenido dicho 
espectro, la enzima muestra su actividad total. Como se 
puede observar existe un m inim o ccntrado a los 210 nm, 
con un valor de -17700 gradosxcm'xdecimol"' para la 
elipticidad molar por residuo.

El anâlisis de la estructura secundaria de la enzima, de 
acucrdo con los parâmetros de Greenfield y Easman (1969), 
proporciona una composiciôn de 43 % en «-hélice, 26 % 
en estructura B y 31% en ordcnaeiôn apcriôdica (fig. 3). 
üichos parâmetros de rcferencias sc determinan a partir 
de los cspectros de dicroismo circular de polilisina, poli- 
péptido con un numéro de résidons muy superior a 40. 
Este tamano molecular se traduce en que las cstructuras 
hclicoidales de poli lisina se pucdan considcrar como de 
longitud infinita. Tenicndo en cuenta que la dcpcndcncia
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cxistcn»c cnUc clip licklnd ilc  In a -h ilicc  y lonRti,,,)  ̂
ciidcnn polipcplklic:' cn l:il conrorniaciôn (Clicn r, , 
1974), sc ha proccdiilo n ahali/.ar también la cmj„, , 
secundaria tie la sintctasa del insccto dc acucrdo , ,
parAmclros dc rcfcrcncia dc Chen ct nl. (1974), 
sidcran dicha dcpcndcncia nicrccd a la InchiM,,,, 
paramctro n, nim icro promcdio dc residuos por scyo,,,,  
hclicoidal. lisle tipo dc anâlisis sc ha rcalizado , „ i ,  ^  
posibilidad dc cpic los cambios conrormacionalc, 
cidos cn la proteina, como consccucncia dc los dui,h ,.„ 
tratamientos, sc traduzcan prccisamcntc en unii dnn„n , 
ciôn dc la longitud promcdio dc los scgmcntos hclii,
Los rcsultados obtenidos cn este caso son45%dc « h fli,*  
16% dc estructura B, 39% dc estructura apcriôdiin > 
n = 40 (fig. 4). liste valor dc n sc pucdc considcrar 
longitud infin ila  cn lo que sc rcficrc a la citada depend, o 
cia dc la elipticidad. A l prcscntar cl sistema ohjtii, 
cstudio longitud promcdio dc segmcnto hclicoidal „  
puede considcrar dc valor infin ite, es por lo quc.amt', i 
tipos de anâlisis conformacional de la proteina sc rcah,,,, 
segûn los parâmetros dc Chcn et al. (1974) a fin dc cvahitt 
posibles inodificacioncs cn el valor de n.

(0) .10 200 210 220 230 240 tut,mrwi 1---------- 1---------- 1---------- 1----------1----- v - i
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Figura J. Espcclro <lc d icroism o circu la r dc àcidn graso sintetasa naClva 
( ) y cl calculado cn base a una com posiciôn dc 43% dc
«•hélice, 26% cadena estadistica ( ).

Figura 4. Espectro de d icroism o circu lar de àcido graso sintruno  ' •
calculado en hase a una composicién dc 45% •  h / lu r ,  ^
estructura 8 y 39% cadena cstndislica, n -  40.

fhtorcscencia.

Los csliiclios (le fluorescencia de proteinas sc lian tilili^*»'!’» 
cn gran nùmero dc casos para cstableccr rtlat
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cslnictiirn-runciôn en csliis m.ncromolécnins. Gn gcncriil, 
l;is protcîiiiis prcscnlîin nuorcsccnci:i in(rln.sccn dcbido a 
sus rcsidiios de (riplôfano y (irosina, dcpendiendo las 
caracterislicas de la emisiûn fluorescente del microenlbrno 
de cstos residues. Los espcclros de émision de la â c ù to  

friixo sinlcfnsa de C. capitata cou cxcitaciôn a 280 y 295 
nin aparecen en la figura 5. Gl espectro de cmisiôn, 
cscilando a 280 nm, muestra dos mâximos, 340 y 325 nm, 
1(1 (pie indien una coniribuciôn prédominante de los rosi- 
duos de triptôfano (fig. 5A). La prescncia de los dos mâxi­
mos parece indicar la existeneia de, al menos, dos Tamilias 
bien dcfinidas de residuos de triptofano. Estos mâximos 
de cmisiôn, 340 y 325 nm, prcsentan una notable dcsvia- 
cion hacia el azul cuando se comparan con el mâximo de 
cmisiôn del triptôfano libre en sôluciôn acuosa (Im». 352 
nm). Incluse cl m axime a 325 nm aparecc lambién 
signiricativamenle mâs desviado hacia cl azul que el 
mâximo propuesto para la fluorescencia del triptôfano 
(330-332 nm) en un modelo de fluorescencia intrinseca 
de proteinas en sôluciôn acuosa (Burnstein et al., 1973). 
A través de la posiciôn de estos mâximos de emisiôn se 
pucde hablar de dos griipos dé residuos de triptôfano en 
un entorno hidrofôbico.

Previa cxcitaciôn a 295 nm, longitud de onda a la que la 
absorciôn debida a tirosinas es mener del 10% (Teale 
I960), no se resuelve la banda de emisiôn, apareciendo 
soiamente un mâximo ccntrado a 335 nm (figura 5B). 
Considerando que la fluorescencia por eneima de 380 nm 
es debida soiamente a los residuos de triptôfano, ambos 
cspectros, exitaciôn a 280 nm y 295 nm, pueden super- 
ponerse en el intervale de 380-400 nm. La diferencia de 
cspectros después de la normalizaciôn, (fig. 5C) révéla 
una dcbil contribuciôn de tirosina centrada a 310 nm. 
Por todo elle, la fluorescencia del complejo àcido graso 
xintetasa del insecto présenta una contribuciôn prédo­
minante de los residuos de triptôfano, pese a que la 
enzima posee una relaciôn tirosina/triptôfano de 2.9.

lu  8 0

C
260 280 300 320 340 360 380 400 420 n m

Considerando que la enzima contiene una elevada pro- 
porciôn de residuos aromâticos, 5% del total de aminoâ- 
cidos, asf como la auscncia de transicrcncia de cnergfa 
piiesta de manifiesto por los dos mâximos de cmisiôn 
claramcnte definidos, se puede argumcntar la existeneia 
de dos dnminios de residuos aromâticos, topologicamente 
indcpendicntes. Estos dos dominios son asignables a las 
dos familias de residuos de triptofano con cmisiones dife- 
renciadas espectroscôpicamcntc. Tal indepcndcncia topo- 
lôgica surge del hccho de que a menos de 16 A se puede 
prescntar transfereneias de cnergfa entre residuos aromâ­
ticos (Chcn et al., 1969).

Palarizaciôn de/tuoresceiicla.

El estudio de la polarizaciôn de fluorescencia intrinseca 
de proteinas no es de fâcil intcrpretaciôn fundamental- 
mente por la auscncia de datos al respecte en la biblio- 
grafia. No obstante, dcbido a la naturaleza lipoproteica 
del sistema àcido graso slnlctasa del insecto este estudio 
se ha considerado iit il, ya que permitirâ la corrclaciôn de 
parâmetros estructurales con datos de movilidad intramo­
lecular de los fluorôforos.

En la figura 6 se recoge el espectro de polarizaciôn de 
fluorescencia de la àcido graso sintelasa de C. capitata. 
A  20"C como temperatura representativa para el estado 
native el valor del grade de polarizaciôn (P) a 295 y 275 
nm es 0.17 y 0.08 respectivamente.

Px10‘

20

20

60'

f'^Kura 5. r.spcclfo de cm isiôn de nuoresccncia d« àci^o graso sfmetasa 
n itliva de C. lapUata. nxc ilac iôn  a 280 nm (A ), y 295 nm (B ) 
y sii d lfcrcncia dcspiiés de la norm alizaciôn (C). Los espcclros 
sc han rcallzado en tampon fostalo sôdico 0.25 M  y borato 
sm iicu 0.1 M , pM 7.5. La conccniraciôn de protcfna es 50w g /u l; 
temperatura 20"C.

250  270 290 310 nm
Figura fi. T.spcdro de polarizaciôn de fluorescencia de la sintelasa del

insecto a 20"C (  ) y 60"C ( -----------) para cm isiôn a .HO nm.
La conccniraciôn de protcfna es 0.05 m g/m l en tanipôn r<i>falo 

poinsico 0.25 M , p l i  7.5.
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Kxliiillm (opoU)|;lco de Ins tninpnnenlcs 
del caiiipli-jo cn/.iniilico.

difcrcnic inlliicnci.-i dc l;i (ciupcriilura sobrc la movilidad 
dc los croiiiol'oros nronialicos.

1‘ara rca li/ar este estudio se ha considerado como referen- 
cia los residuos dc tirosina y triptùrano, ya que en deliniliva 
son los iinicos que pcrniiten una valoraciùn directa en cl 
senoilel complejo enzimâtico. l i l  estudio relativo al entor­
no dc los residuos dc tirosina sc ha Ilcvado a cabo por 
nitracibn, y el de los residuos de triptoFano mediantc 
“quenching” de su emisiôn dc fluorescencia. ü l sistema 
lipido-proteina sc ha cxaminado mediantc medidas de 
Muoreseencia, tanto cxtrinscea como intrinseca, conjuga- 
das con el empleo de détergentes y tratamientos tcrmicos.

liiP iicnda (le la temperatura.

El complejo enzimâtico <ic/rfogr(KOjmfc/<i.r(? de C capitata 
expérimenta una transition conformacional de carâeter 
coopcrativo como consecuencia del incrcmento de la tem­
peratura. Tal transiciôn estructural es paralela a la que 
expérimenta la actividad enzimâtiea (Gavilanes et al., 
1981). Por este motivo se ha estudiado este efeeto a nivel 
de la distribuciôn de lipidos en el sistema.

En la figura 6 se recogen los espeetros dc polarizaciôn a 
20"C y 60°C como temperaturas rcpresentativas de los 
estados nativo y desnaturalizado. El incrernento de tem­
peratura se traduce en un descenso en el valor de P de 
0.10 y 0.02 a 295 y 275 nm respectivamente. Considerando 
que la contribuciôn de tirosinas a la absorciôn^ de la 
proteina a 295 es inferior al 10%, estos resultados indiean 
un elevado incrernento de libertad rotacional para los 
residuos de triptôfano, como consecuencia del proceso de 
desnaturalizaciôn térmiea siendoel citadoaOmentode mo­
vilidad muy inferior para los residuos de tirosina. Este 
resultado sugierc una cspecificidad en la distribuciôn del 
componente lip idicc lo que se manificsta a nivel de la

Asimismo sc ba considerado el cfccto de ta temperatura 
sobre la Iluorescencia intrinseca de la proteina. En la 
figura 7 sc recoge cl resultado de dicbos tratamientos. 
Para esta reprcscntaciôn se ba considerado la emisiôn dc 
fluorescencia a J80 nm. dcbido a que a dicha longitud 
dc onda sc puede considerar que la cmisiôn dc la protcfna 
se debe ûnicamente a los residuos de triptôfano. Gally 
y Edelmam (1964) cncuentran un 50% de descenso en la 
emisiôn para triptôfano libre, en cl intcrvalo dc 25"C a 
50"C. El descenso obscrvado, en el mismo mârgcn de 
temperaturas, para la àcido graso sinteta.ui es soiamente 
del 27%. Este dato indica claramcnte la protecciôn cjcreida 
por cl componente lip idico sobre los residuos dc trip tô ­
fano, lo que puede intcrpretarse en términos de un carâeter 
interno dc talcs residuos en la matriz de la lipoproteina, 
de acucrdo con los resultados obscrvados prcviamcnte.

ü!

Figura 8. Espcclros dc cm isiôn dc fluorescencia dc In enzima dc C  capi‘  
io ta  rcgistrados a 2 0 X  Iras d icz  m inulos de incubaciôn a
difcrcntes Icmpernturas. 20"C ( --------- ), 37"C ( -----------). 60*C
( ........... ). E spcc irodc difcrcncia, ra lcu lado a pa rlir de los ob ic-
nidos a 37 y ôO^C ( --------- ). La conccniraciôn dc p ro lcfna es
de 0.05 m g/m t en lam pôn fosfalo polâsico 0.25M. p l !  7.5.
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l'iS 'ira 7. Vari.nciôn (le l.-> em islùn dc Iluorescencia a .180 nni en funcion 
de la Icm pcralura. La conccniraciôn de p ro ic in .i es 0.05 mg.'n il 
en liin ipon  fosfalo polâsico 0.25 M , p l i  7,5.

A fin  de considerar el posibic carâeter reversible de la 
modifieaciôn, sc ban estudiado los cspectros dc fluorcs- 
ceneia a 20"C tras incubaciôn a diferentes temperaturas. 
En la figura 8 se recogen los cspectros obtcnidos a 
20"C tras incubaciôn durante dicz minutes a diferentes 
temperaturas. Estos cspectros no revelan una variaciôn 
significativa como consecuencia del tratamicnto térmieo. 
Sin embargo, la enzima présenta una transiciôn térmiea 
a 50"C en cstructura secundaria (M unicio  et al., 1981). 
Ambos resultados sugieren que la temperatura origina un 
cambio conformacional pero mantenicndo una protecciôn 
de los Iluorôforos peptidicos por parte del componente 
lipidico. Asimismo en la figura 8 sc recoge cl espectro 
dc diferencia calculado a partir de los datos obtcnidos en 
los tratamientos a 37"C y 60"C. Como pucde aprcciarsc, 
pese a tratarse de una variaciôn muy pequcna la prixlucida, 
afecta esta a la emisiôn a .120 y 340 nm, sir.iido mayor el 
“ quencbiiig" estructural para la cmisiôn a 320 nm. Asf los 
triptôfanos situados en entornos dc menor polaridad sc
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veil iifcclndos cn mayor proporcion cn su microcntorno 
(■OHIO consecuencia del (ralamiento lérmico. Todos esios 
ill,los ahundan en la idea de la existeneia dc diferentes 
(loininios dc intcraccion llpido-protefna.

Ninodon tic l complejo enzlnuitlco.

11, fipura 9 présenta el grado dc nitraciôn de las tirosinas 
del complejo àcitio graso sintetasa en funciôn del exccso 
molar dc rcactivo. La modificacion maxima se obtiene 
iilredcdor dc un exccso 10 M dc tetranitrometano sobre 
cl contenido de tirosinas; a esta concentraciôn, los porcen- 
liijcs molarcs de ambas, tirosina y nitrotirosina, son dc 
0.6 y 3.4 respectivamente. El alto grado de modificacion 
y el carâeter hidrofôbico del réactive sugieren que los 
residuos dc tirosina pueden estar implicados cn un cntorno 
aiKilar formado por el componente lip idico del sistema.

La proteina Iralada con dodccilsulfato sôdico al 0.1% 
(w /v) mucslra mâximos dc cmisiôn de nuoresccncia a 
365, 345 y 310 nm (llg. 10 A). La proteina tralada con 
con colalo al 2% (w /v) mucstra dos mâximos a 360 y 345 
nm y un bombro a 310 nm (fig. lOII); cn ambos casos sc 
pone dc manineslo la existeneia dc dos tipos de pobla- 
ciones de triptôfano. Sin embargo, el despla/.amicnto dc 
la cmisiôn hacia el rojo por cl tratamicnto con détergentes 
indica un incrernento local cn la polaridad para ambas 
familias, mâs alta para el SDS que para cl colato. El punto 
medio de este proceso tienc lugar con dmiccilsulfato 
sôdico al 0.001%. La reprcscntaciôn de los cocientes 
F.„o/Fj«oô Fjio/Fjto frcnte a la concentraciôn de SDS 
mucstra la existeneia de una transiciôn conformacional a 
esta concentraciôn de détergente. Asi pues, las transicio- 
nes inducidas por SDS en los diferentes nivelés estructu­
rales y cl "qucncbing”  obscrvado para los residuos dc 
triptôfano por el tratamicnto con détergentes, pueden 
deberse a la mayor exposiciôn de estos residuos en tas 
cadenas polipeptidicas disociadas.

100

EXCESO MOLAR

l iK urii 9. C onlrn iO n en 3 -n itro liros ina  frcn lc  at exceso m olar <lc Ic tran i- 
Irom clano. Los valores cslan rcferidos al conlcn ido cn (irosina 
cn la cnr.ima nallva (100%).

■Ii i i i in  r/(> (Irte rgen les.

A lin  de obtcncr mayor infortnaciôn sobre la naturaleza 
di'l entorno de los grupos de triptôfano y tirosina en el 
■''stem;, lipido-proteina, se ha estudiado el efeeto del 
‘ i'l;,io y (Ici dodccilsulfato sôdicos. El colato sôdico no 
■dei 11, j;i cstructura dc la enzima mientras que el dodecil- 
'idlato sodico (SDS) disocia el complejo.
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Figura 10. Espectro dc cm isiôn dc Iluorescencia dc écido graso sintelasa 
nallva  y cn prescncia dc SDS (A )  al 0 1% (w /v ) y cotato sôdico 
(B ) al 2%. Excilaciôn a 280 nm El cspcciro csU rcgistrado a 
20"C y ta concentraciôn dc proteina es dc SOpg/ml cn tampôn 
fosfato sôdico 0.25 M , p l i  7.5.

En prescncia de colato sôdico se ha observado un inter- 
cambio entre el detergente y los fosfolipidos (Lizarbe, 
1979). Los cstudios de fluorescencia incrcmentando la 
concentraciôn de colato muestran una transiciôn confor­
macional con un punto mcdio a una concentraciôn de
0.5% (w/v), en consecuencia con el descenso de la activi­
dad enzimâtiea inducido por colato.

Con estos datos, el dcsplazamiento de la emisiôn hacia 
el rojo indica que los fosfolipidos proporcionan un entorno 
mâs hidrofôhico para los residuos dc triptôfano que cl 
colato (fig. 10). Dado que la cstructura secundaria no sc 
modifica por colato, el intercambio fosfolipidos-detergentc 
modillca la cstructura tcrciaria del complejo. Este hccho 
soporta la idea dc que los fosfolipidos son csencialcs para 
la conformaciôn naliva, creando interacciones bidrofôbl- 
cas cspccilicas que no podrian scr sustituidas en el sistema 
lipido-proteina por moicculas incluso dc similar hidrofo- 
bicidad.
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h if l i irn d a  rie acrilam ida .

Para csUidiar la hctcrogcncklad dc la fluorescencia dc 
Iriplôfanos, sc ha scpiiirloci cfcclodc "(|uenching" cjcrcido 
por la acrilamida. La acrllaniida es un cllcicnie agente dc 
“ i|uenching” de dcrivados Indôllcos y es capaz dc pcnctrar 
cn la matriz protcica interaccionando con residuos de 
triptôfano (L ftink  y Ghiron, 1976).

sintrtnso dc C. copilala de, al menos, dos pohlaciones 
diferentes ile residues de triptofano, localizados cn entor­
nos de difercnte polaridad.

La auscncia de dcspla/ainicnio hacia cl rojo. indica quo 
no sc ha producido dcsnaiuralizacion dc la prolclna, piles, 
de producirsc esta, daria como resultado una exposiciôn 
mayor dc los residuos dc triptôfano.

La àcido graso sintelasa nativa ha sido tratada con acrila­
mida hasta una concentraciôn final de 0.6 M. Para considerar 
sôlo la emisiôn de triptôfano, las mucstras sc han excitado 
a 295 nm. La figura II représenta cl “quenching”  por 
acrilamida dc la fluorescencia de triptôfano en cl complejo 
enzimâtico. 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 prescncia de acrilamida 
a una eoncentiaciôn (Q).
Kq es la constante de “ quenching".

Vf

2

1

0.70.3 0.5 0.90.1

Figura / / .  Reprcsentaciôn del "quenching”  por acrilamida. Los puntos 
son las inlensidadcs expérimentales rccogidas a 2 0 X  y 340 
nm con exciiaciôn a 2S0 nm. Los datos estAn ajustados por el 
método dc m in im es ctiadrados.

El valor de Kq calculado grâficamente es 2.19 M " '.  Este 
resultado es consistcnte con la prescncia de residuos de 
triptôfano ocultos en entornos no polaresfEflink y Ghiron, 
1976). El “ quenching” por acrilamida va acompanado de 
un dcsplazamiento hacia el azul cn la banda de cmisiôn 
y dc auscncia de resoluciôn en distintas contribuciones 
de triptôfano. En prescncia de acrilamida 0.6 M aparecc 
sôlo un mâximo a 325 nm. El dcsplazamiento hacia el 
azul se puede intcrprctar como dcbido al menor “ quen­
ching" de los residuos de triptôfano en entorno mâs hidro­
fôbico (contribuciôn a 325 nm). Este dato dc "quenching” 
corrobora el hccho de la existeneia en la àcido graso

rtuorcsccncia exirinseca.

El l,6-difcnil-l,3,5-hexalrieno (D P II) es un marcador de 
fluorescencia hidrofôbico usado cn cstudios de rcgiones 
no polares de cstructura lipidica. Asi pues, el DPII pucde 
ser un buen marcador de fluorescencia extrinseca csencial- 
mente para los trigliccridos del complejo àcido graso 
sintelasa:

El papel especlfico de los fosfolipidos, tanto en la con­
formaciôn como en la actividad enzimâtiea del complejo, 
se ha estudiado usando dansilfosfatidiletanolamina (DPE) 
como marcador de fluorescencia, ya que la DPE se incor­
pora prcferentemente en lipidos enlazantes de proteinas 
unidas a membrana. (Gupte et al., 1979). El grupo dânsilo 
sirve para detcctar les cambios estructurales producidos.

Los resultados de incorporaciôn de estos marcadorcs 
(figura 12) indiean que el sistema DPII-sintetasa alcanza 
una posiciôn de saturaciôn que no se afccta por la con­
centraciôn de proteina ni de marcador. Este sistema se 
satura con lOpM  de D P II a una concentraciôn de proteina 
de 15 pg/m l. A cada concentraciôn de proteina la cantidad 
de D PII incorporada por la lipoproteina dépende sôlo de 
la concentraciôn de D P II Esto sugiere que la cantidad 
de D PII unida por el complejo depende del numéro de 
vesiculas de D PII de tnmano necesario para su solubiliza- 
ciôn en el complejo enzimâtico, ya que el tamano es 
dcpendiente de la concentraciôn dc marcador.

Por otro lado, DPE no alcanza esta situaciôn en el mismo 
mârgcn de concentracioncs. Estos resultados indicarian 
que la solubilizaciôn de la DPE es mayormente dcpen­
diente del entorno hidrofôbico solubilizante, mientras que 
el D PII es cn mayor mcdida dcpendiente de un factor 
tamano.

En la figura 13 se dan las curvas de incorporaciôn de DPE 
y DPI I a 20”C., 25"C., 37"C., 45"C y 60"C. La incorporaciôn 
de ambos marcadorcs es dcpendiente dc la temperatura. 
La prescncia dc ambos marcadorcs en cl sistema lipopro- 
teico manificsta un aumcnto dc fluorescencia con una 
cinctica de primer ôrdcn, alcanzando un equilibrio después 
de 10 minutos a cada temperatura. Cuando se mezcla 
marcador y complejo sintetasa, la incorporaciôn del mar­
cador incrcmenta con la temperatura dc incubaciôn. Los 
valores de incorporaciôn a diferentes temperaturas aparc- 
cen en la tabla IV. La incorporaciôn de DPII y DPE sc 
incrcmenta 2.4 y 1.7 veces, respectivamente, en el intcrvalo 
20-60"C. A 20"C, la incorporaciôn dc DPII y DPE es
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Figura 12. Incorporaciôn de DPH ( ) y DPE (  ) en écIdo graso sintelasa. La Iluorescencia se m ide a 20”C después de 30

m inu los de incubaciôn a iV C .  La in lensidad de Iluorescencia se obliene para em isiôn a 42S nm y exciiaciôn a 365 nm. 
Fluorescencia Trente a concentraciôn de proleina a 10 pM  de marcador (A )  y Iluorescencia Trente a concentraciôn de 
marcador a 30 p g /m l de pro le ina (B).
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Fijiurn 13. fntcnsidm l de fluorcsccncin para cm isiôn a 4J5 nm y cxcilnci6n  a 365 nm  Incorporaciôn dc D P II ( ----------) y DPE ( --------- )
n lo largo del (icm po en àch h  graso sinrciasa a d ifcrcn lcs Icnïpcraluras (A ). Las concentracioncs dc marcador son rcspcc* 
livam onle 30 Mg^nil y 10 pM . Valores m .ix in ios dc r« i5 para D P II f  ) y DPE ( ) încorporndos cn dWrfogrt/jo j/n /rra tn
y contenido cn o hélice de la enzima frcn lc  a la Icm pcralura ( ) ( II) .

i'ittcpcndicnte (Ici (icmpo. El carâctcr hidrorôbico del 
'■"iiiponcntc lip idico del complejo disminuyc el efcclo dc 
"ijiicnchiny” que el di.solvenle cjercc sobre cl m:trc:tdoT 
y e.sto explica cl incrcmento de inlensidad de nuoresccncia.

Los cstudios de desnaturali/acion térmiea muestran un 
descenso cn el contenido en «-hélice y actividad c n /im i- 
tica en el intcrvalo 20 60"C Cuando sc cstudia la intensidad 
de nuoresccncia como Indice del marcador incorporado
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Tabla IV. V riorld iiil d r incnrponiri/Hi dc DPI! y DPE cn 
cl cniiipirjo àcido ura.w siniclasa dc C. copiiafo 
a diferentes temperaturas.

jcmpc^ur.a ("C) DPII (s ') DPP (s ')

37 5.5 X 10 ' 6.3 X 10 ’
45 8.2 X 10 ’ 6.2 X 10 ’

60 10.0 X 10 ’ 6.3 X 10 ’

frcnte a la temperatura, sc observa una transiciôn térmiea 
(fig. 13). La cxcitaciôn a 280 y 295 nm para el sistema 
DPII-sintetasa muestra un mâximo dc cmisiôn ccntrado 
a 445 nm. Este mâximo corresponde a la banda de cmisiôn 
del D PII. Estos resultados indiean la existeneia de trans- 
fercncia entre grupos indôlicos y D P II. Esludios similares 
en el complejo DPE-sintetasa no revelan la existeneia de 
una banda de emisiôn en esc intcrvalo de longitudés de 
onda. Jonâs (1977) ha estimado un intcrvalo dc distancias 
entre 23 y 66 A  para que exista transferencia de energia 
entre donadores indôlicos y DPH en lipoproteinas de 
suero, con lo cual la distancia entre residuos de triptôfano 
del complejo sintetasa y moléculas de DPH es menos de 
66 A. Dado que no existe transferencia de energia para 
el sistema DPE-sintetasa, estos resultados pueden intcr­
pretarse en térrninos de una mayor proximidad entre 
residuos DPH y grupos indôlicos que entre moléculas de 
DPE y la misma clase de residuos.

M  icroviscosidad.

De los cstudios de polarizaciôn de fluorescencia a concen­
traciôn saturante de DPH se obtiene un valor para la 
microviscosidad intrinseca de 5.4 poise a 20"C de acuerdo 
con la ecuaciôn n -  2p/(0.46-p) (Rosscncn et al., 1979) 
donde p es el grado de polarizaciôn de fluorescencia 
expresado en poise.

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

Por tanto, los datos de fluorescencia del complejo àcido 
Ura.w sintetasa son consistentes con la prescncia de dos 
familias dc residuos de triptôfano en la matriz del eom- 
plcjo. Este hccho se pone dc manifiesto en todos los 
cspectros reali:?ados bajo diferentes condiciones, incluso 
emplcando la enzima disociada, lo que pcrtiiite  suponcr 
fundadamentc la existeneia de dos dominios polipcptidicos 
en cl complejo. Dado que cl complejo enzimâtico contiene 
abondantes residuos dc triptôfano (1.28% molar) la cons- 
tancia en la diferencia entre ambos grados dc exposiciôn 
para fluorôforos dc triptôfano podria indicar dos cadenas 
polipeptidicas diferentes o entornos que originan dos 
dominios lipidicos diferentes.

En cualquicr caso, la àcido graso sintetasa dc C. capitata 
séria una cstructura no simétrica, ya que aparecen dos 
tipos de fluorescencia.

De los tratamientos con détergentes se pucde concluir el 
papel cspecifico dc los fosfolipidos en el soporte confor- 
macional de la enzima a través de interacciones polares 
c hidrofôbicas. Asi, cuando los fosfolipidos se intercam- 
bian por dctergentes sc modifica la cstructura tcrciaria, 
incluso cn prescncia de colato que no afecta ni a la cstruc­
tura secundaria ni a la cuatcrnaria. Los cstudios dc fluo- 
rcsccncia pxirinseca indiean que para cada concentraciôn 
de DPH se alcanza un valor saturante, indicando la exis- 
tcncia dc sitios especificos para la solubilizaciôn del DPH 
dependientes del tamano. Tcniendo en cucnta la compo- 
siciôn lipidica del complejo a una concentraciôn de enzima 
pg/m l con una saturaciôn dc 10 pM de D PII corresponde 
una concentraciôn dc cadenas acilo de 27 pM, la saturaciôn 
del sistema a 20"C présenta una relaciôn cadena de 
acilo/DPI I dc 2/3. Por otro lado los datos de incorporaciôn 
de DPH y DPE abogan por el hecho de que los lipidos 
no cstân disiribuidos al azar en la matriz enzimâtiea. El 
carâeter interno de los residuos de triptôfano en el com­
plejo enzimâtico y la transferencia de energia entre los 
grupos indôlicos y el DPH sugieren una localizaciôn 
interna para los sitios de solubilizaciôn de este marcador. 
Dado que cl DPH se distribuye mayormente dentro de 
los triaciigliceroles, estas moléculas podrian constifuir cl 
nûcleo lip idico en el complejo. Por otro lado, al no obser- 
varse transferencia de energia entre grupos indôlicos y 
DPE, el carâeter interno de los residuos de triptôfano y las 
cabezas polares de la DPE podrian sugerir una localizaciôn 
mâs superficial para los sitios dc solubilizaciôn de este 
marcador.

El papel cspecifico de la fosfatidiletanolamina en la acti­
vidad enzimâtiea indica que los fosfolipidos no estân 
disiribuidos al azar en el complejo, significândose la 
implicaciôn de la fosfatidiletanolamina en la conformaciôn 
del centro activo, con una localizaciôn superficial.

El incrcmento en la incorporaciôn de DPH con la tem­
peratura es superior al observado para sistemas DPH,- 
membrana biolôgica (Hubbart y Oarrat, 1979). Este hecho 
indicaria un mayor dinamismo molecular para cl complejo 
enzimâtico. Sin embargo, a pesar de la alta proporciôn 
dc trigliccricos présentés en la sintetasa, el valor de la 
microviscosidad intrinseca obtenido para el sistema D P II- 
sintetasa es similar al obtenido para las IID L  dc suero 
(Jonâs, 1977). I llo  indicaria una cstructura muy organizada 
para la matriz lipidica del complejo, pese a su elevado 
contenido en triaciigliceroles. En favor dc este hecho habla 
el que el aumcnto de incorporaciôn ocurre cn cl mismo 
intervalu de temperaturas que la desnaturalizaciôn térmiea, 
pudiendo scr procesos concomitantes la transiciôn dc fase 
de la fase lipidica solubilizante del DPI I y la desnaturaliza­
ciôn térmiea del sistema.

Todos cstos datos rca firm an la cspecificidad del compo-
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l u  itic lip idico cn cl complejo, n la vcz que deslacan cl 
lu'clio de scr una cstructura mâs ordcnada de lo que la 
simple eomposiciôn pudiera haccr suponcr, pese al dina- 
iMisino molecular inhérente n toda asociaciôn lipidica. 
D iiho  orilen se manificsta a nivel dc los dos dominios 
,li iirdenacion claramcnte definidos.

mismo tiempo dc incuhaciôn. Cuando el complejo cnzi- 
mâtico nativo sc cromatografia cn una colum nn.de 
Scphadcx 0-25 medium (4.6x50 cm), equilibrada en 
tampôn fosfato 0.01 M, la sintetasa sc innctivn cn la 
misma extcnsiôn que después dc 10 horas de tratamicnto 
a baja fuer/si iônicn.

Kiini'lôn dc los fosfolipidos cn la cstnicliira dc la enzima.

lodos los datos acumulados accrca del complejo àcido 
yja.ut .fimciasa del insecto muestran un papel preponde- 
tanlc dc los fosfolipidos en las relaciones estructura- 
lunciôn del sistema. De los datos hasta ahora descritos 
se deduce una ordenaciôn cspccifica, lo que sc traduce 
en una cstructura asimétrica con dos dominios difcrcn- 
liablcs espcctroscôpicamenle. En un orden lôgico de 
ra/onamiento, el siguicntc punto a tratar séria la funciôn 
estructural de las distintas clascs de lipidos y su relaciôn 
enn la actividad del complejo. Sin embargo, este estudio 
hay que reducirlo, al menos en los nivelés actuales de 
eunocimiento, al caso de los fosfolipidos, hdbida cuenta 
del d ific il abordaje de los triglicèridos por su mayor pro­
porciôn y menor reactividad especifica.

La influencia de los fosfolipidos en el sistema se podria 
considerar si se consiguiese una forma carente de taies 
moléculas. El problema se establece a este nivel. Si se 
cmplean tratamientos deslipidizantes convencionales, 
cstos resultan poco especificos y los cambios obscrvados 
no son asignables sôlo a los fosfoglicéridos. Si se emplean 
tratamientos lipo lilicos, los lisoderivados résultantes tam- 
bién cjercen su correspondiente influencia.

Tcniendo cn cuenta la dcpendcncia dc la actividad cnzi- 
mâtica con el contenido lipidico, la inactivaciôn podria 
deberse a la pérdida de lipidos. Cicrtamente, ambos trata­
mientos, envejccimiento dc la enzima y cromatografia de 
penctrabilidad a baja fuerza iônica, liberan lipidos de la 
lipoproteina nativa. En la tabla VI se muestra cl contenido 
dc la enzima nativa y dc la enzima dcsiipidizada cn las 
distintas clascs dc lipidos después de los tratamientos 
citados. La diferencia mâs significativa radica en cl conle- 
nido en fosfolipidos. La pérdida de fosfolipidos cn la 
molécula da como resultado la inactivaciôn del complejo.

Tabla VI. Composiciôn lipidica del complejo àcido graso 
sintelasa nativo y parcialmente deslipidizado.

Enzima PG FFA DG TG

Naliva 5.0 2.8 10.0 82.2
No activa 0 2.0 8.7 72.4

Valores refcridos al total de lipidos de la enzima naliva.
Los valores se dan como porcentaje de fosfoglicéridos (PG), 
âcidos grasos libres (FFA) diaciigliceroles (DO) y Iriacilglicero- 
les (TO).

El tralamiento experimental para abordar dicha influencia 
sc basô en los hechos siguientes: Cuando la àcido graso 
sintetasa de C. capitata se incuba a temperatura ambiente 
y baja fuerza iônica (tampôn fosfato sôdico 0.01 M ,pH  7.5), 
sc observa un marcado descenso de la actividad enzimâtiea. 
En la tabla V se présenta la variaciôn de actividad enzima- 
lica a esta concentraciôn de tampôn fosfato, asi como a 
una cnccntraciôn de fosfato 0.1 M, pH 7.5, utilizada como 
control.

Después de 10 horas de incubaciôn a baja fuerza iônica, 
la actividad rémanente es 2% del valor a tiempo cero; sin 
embargo, el control exhibe un 87% de actividad para cl

Esta deslipidizaciôn seicctiva, dcpendiente de la fuerza 
iônica, no tiene lugar ni con disolventes orgânicos como 
acetona o cloroformo/mctanol ni con tratamientos lipo ll- 
ticos. Dado que el tratamiento con colato sôdico al 1% 
(w /v), que produce el intercambio colato-fosfollpidqs 
permancciendo intacta la cstructura secundaria de la 
proteina, no puede expticar el papel estructural de los 
fosfolipidos, se ha estudiado el complejo enzimâtico àcido 
graso sintetasa parcialmente deslipidizado para observar 
dicha funciôn.

Aparté de su influencia sobre la actividad enzimâtiea, los 
fosfoglicéridos ejercen un efeeto considerable sobre la

l abia V. Actividad dc àcido graso sintetasa a lo largo del tiempo a dos coiicentraciones dc lampân fosfato (p li 7.5).

Tiempo (min.)

Tampôn

O.t M 39. 6 37.60
0.01 M 32.00

l a actividad sc da como nniol dc àcido graso siniclizado por mg de prolclna.
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c.slriiclurii scciiiulnrin. La Hpura 14 mucslra cl cspcctro 
dc dicroismo circular dc la cn/.ima naliva y dc la enzima 
no aclivu, parcialmcnic dcslipidi/.ada. Como ya sc lia 
comcniado anicriorm cn ic, cl analisis conformacional 
rcsiillanic dc los dalos dc dicroismo circular pucdc rcali- 
zarsc por dos mclodos. Uno dc cllos uliliza polipcplidos 
stnlclicos como modclos para las 1res conformacioncs 
(G rccnnd y Tasman, 1969), micniras que cl o iro uliliza 
cl conocimicnio Iridimcnsional para cl cspcciro dc dicrois­
mo circular (Chcn cl al., 1974).

(0). .10 200 210 220 230 240 nm mrwi 1-------- 1-------- 1-------- 1-------- 1—

-10

-12

-14

-16

-18

Figu i) 14. E^pcctro dc dicro ism o circulor dc àci<io graso .^Inietaxa cn su 
forma naliva (A ) y parcialm cnic dcslip id irada (R). Valores 
(coricos basados cn la cs(imnci6n dc cstruclura secundaria 
dados cn la tabla V II,  para la enzima nativa ( -*- ) y parcial­
m cnic dcsiip idizada ( -A- ).

La hélice de los polipcplidos sinlèlicos dc alio peso mo­
lecular es difcrcnic de la hélice de los pequciios scgmenlos 
en cl seno de una proleina, ya que cl cspcciro dc dicroismo 
circular cs dcpcndicnic dc la longilud dc la cadcna. Asi 
pucs, dc acucrdo con la dcpendcncia dc la longilud dc la 
cadcna, el valor referenda dc cliplicidad dchcria scr:

Ol’i = on  ( l - K /n )  Dondc:
n cs el numéro promcdio dc residuos 
por scgmcnio hélicoïdal.
K cs una conslanic dcpcndicnic de 
la longilud dc onda.
-  rcprcscnia una hélice dc longilud 
infin ila.

Tl analisis del cspcciro dc dicroismo circular, dc acucrdo 
con csic mclodo, aparccc cn la lahia V II. La sinlclasa 
naliva licne una eslruclura hclicoidal cn largos scgmcnios 
con un promcdio dc 40 residuos por scgmcnio dc acucrdo 
con (licho analisis. Tl valor ohicnido para n cn la enzima 
naliva cs cquivalcnic a una hclicc dc longitud in lln ila  
porque la dcpendcncia dc la cliplicidad con la longilud 
dc la cadcna alcanza una mcscia a n = 40 (Chcn ct al., 
1974). T.sic hccho sc corrobora con cl mclodo dc GrccnficI 
y Tasman (1969) (pic considéra hélices dc longilud indnila 
dc polipcplidos sinlèlicos dcbido a so cicvado peso 
molecular.

Tailla VII. Rslnicliira scciiiularla del complejo addo graso 
sintetasa nallva y parcialmcnic dcsiipidizada.

Enzima «hélice

Naliva . 45 16 39 40
No-acliva 30 25 45 7

La eslruclura secundaria dc la enzima naliva dc acuerdo 
con el mélodo de Chcn et al., (1974) cs de 43% de o-hélice, 
26% dc eslruclura B y 33% dc eslruclura aperiôdica, 
valores semejanles a los ya obtcnidos con anterioridad.

Dc los resultados dc la labia V II se pucdc observar una 
variaciôn eslruclural cn la enzima no activa, referida a un 
pcqucno descenso cn el conlcnido cn n-hélice (30% frcnlc 
a 45% cn la enzima naliva) pero con una importante 
disminuciôn del valor dc n (longilud infin ila a n = 7 para 
la enzima no activa).

Asi pues, la deslipidizaciôn parcial liene como resultado 
escncial un descenso cn cl mimcro promcdio dc residuos 
por scgmenio hélicoïdal. Las moléculas dc fosfoglicéridos 
podrian cslar implicadas cn el mantcnimienio de la con­
formaciôn hclicoidal dc pcqucnas rcgiones de la c^adcna 
polipcplidica. Asi, los fosfoglicéridos no incremcnian 
nolabicmcnie cl conlcnido hclicoidal dc las lipoproteinas, 
pero podrian incremenlar la longilud de los scgmenlos 
hélicoïdales eslabilizando rcgiones entre scgmenlos cn 
conformaciôn hclicoidal (fig. 15). Tal incrernento cn longi­
lud es consisicnic con cl ordcnamicnto modelo dc la hélice 
anlipâlica, cn la que los residuos polares podrian dislri- 
buirsc cn una cara dc la hélice oricniados hacia la fase 
acuosa micniras que los residuos no polares, situados en 
la cara opucsia, podrian cslar ocullos cn cl nûcleo hidro­
fôbico dc la lipoproteina. (Scgrcsl cl al., 1974). Dc acuerdo 
con esta Icoria los fosfolipidos manlcndrian la «-hélice, 
sicndo cl conlcnido hclicoidal dc una proleina dcpcndicnic 
dc su asociaciôn con fosfoglicéridos. Tn cl caso dc la àddo 
graso sintetasa, los fosfolipidos suslcnlarian rcgiones hcli- 
coidalcs entre fragmcnios dc « hélice, provocando as! un 
aumcnto cn la longilud dc los scgmcnios cn «-hélice.

Tl hccho dc (|uc los fosfoglicéridos no sôlo manicngan
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ticliccs anfipâliciis sino qu'c scan tambi£n factorcs quo 
incrcnicnian la longitud dc la hclicc, cxplica qiic un nû- 
iitcro pcqucno dc molcculns dc fosfolipidos suponga una 
modificacion Ian importante dc la funciôn dc la prolclna, 
va quo csas pcqucnas rcgiones podrian parlicipar cn los 
silios aclivos dc la molccula.

B
hf!ura 15. Modelo propuesto para el papel estructural de los fosPoglicé- 

ridos en la àcido graso sintetasa de insecto: (A ) regién hélicoïdal 
en la enzima naliva; (B) la misma region después de Itberarse 
fosPolipidos; la regiôn no hélicoïdal podria cslar eslabilizada 
por rosfolipidos en la enzima naliva.

quicr caso, sc accpta gcncralmcntc que tal intcraccion 
ticnc lugar a nivel dc fosfatidiletanolamina, prccisamcntc 
la clasc dc fosfolipidos escncial para la actividad del com­
plejo enzimâtico del insecto (Gavilanes et al., 1979).

n i cfccto dc la cndotoxina dc E. œ li sobre la cstructura 
y la actividad dc la àddo graso sintelasa aparccc cn la 
figura 16. Tcniendo cn cucnta cl alto contenido cn a-hclicc 
dc la proteina, la clipticidad a 220 nm cs un parâmctro 
que define sullcicntcmcntc la cstructura protcica. lin  la 
reprcscntaciôn dc 0 jjo  cn funciôn dc la relaciôn cn peso 
lipopolisacârido/cnzima, se obscrvan dos minimos en cl 
valor absoluto dc Ojjo a relaciones lipopolisacârido/âcido 
graso sintetasa dc 0.2 y 2.0. El primero dc cstos minimos 
va acompanado de un descenso paralclo de la actividad 
enzimâtiea. Tcniendo cn cucnta los datos descritos cn la 
relaciôn fosfatidiictanolamina-lipopolisacârido (Romeo ct 
al., 1970) y que la actividad dc la àddo graso sintetasa dc 
C. capitata es espccialmcntc dcpendiente de esta clasc de 
fosfolipido (Gavilanes et al., 1979), la variaciôn scnalada 
podria explicarse como una libcraciôn de este fosfolipido 
del complejo enzimâtico con la pérdida de sus propicdadcs.
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Figura 16. Efcclo de le endoloxini de E. coli sobre âclito grasn sintelasa: 
( -•- ) 01 ,0  r ( -*■ ) pofcentajcs de activid.-id cnzimiHica.

Iti'Iacioncs estmctiira-funcién y su dependencla con 
los fnsfollpidos del sistema.

I.os resultados obtcnidos con la enzima parcialmente 
dcsiipidizada muestran la funciôn estructural dc los fosfo- 
lipiilos. La conclusion se refierc al mantcnim ienio de la 
cstructura hclicoidal en pcqucnas rcgiones en a-hélice. 
l a cscncialidad dc los fosfolipidos para la actividad enzi- 
"làticii podria explicarse, como se concluye cn el apartado 
"itcrior, si esas pequenas rcgiones cstabilizadas por los 
l'islulipitlos se cncontrascn rclacionadas con los sitios 
activos dc la enzima. A fin de cstudiar esta posibilidad se 
ba considerado cl cfccto del lipopolisacârido de las parcdcs 
de i..\dieridiia coli. El fundamcnto de este estudio se basa 
>11 las cspctialcs propicdadcs de este tipo dc sustancias. 
• slâ dcscrito que cstos lipopolisacâridos pueden atravcsar 
I ' bculax de loslôlipidos. fundamcntalmcntc dc fosfatidil- 
' ' luolamina, dc forma que la climinaciôn del fosfogli- 
‘ ' " llo  de una membrana podria participar en cl mccanis- 
iiio (Ici ciccto cndotôxico. (Romeo et al., 1970). En cual-

El espectro de dicroismo circular obtenido para una rela­
ciôn lipopolisacârido/sintetasa dc 0.2 aparccc en la figura
17. En la estimaciôn de la cstructura secundaria a partir 
del espectro aparecc un descenso dc 40 â 20 cn cl valor 
del numéro de residuos promcdio por scgmcnto hclicoidal, 
ello esté dc acucrdo con el papel estructural propuesto 
para los fosfolipidos incrcmentando la longitud dc los 
segmentes hclicoidales. El espectro dc dicroismo circular 
del complejo a una relaciôn lipopolisacârido/cnzima 
superior a 0.2 (fig. 17) indica cambios estructurales basados 
en un incrcmento cn cl valor de la cliplicidad a 210 nm. 
hccho que podria indicar un incrcmento cn cl porcentaje 
de cstructura aperiôdica.

Con cl fin  dc verificar la intcracciôn lipopolisacârido- 
cnzima sc ba estudiado el comportamicnto de ambos 
componentes y su asociaciôn por cromatografia dc 
trabilidad. Para c llosc ha cmpicado lipopolisacâri 
siguicndose la actividad enzimâtiea del comp 
valores de radiactividad cn cl cluido cromatogrj
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Figura 17. Espectro de dicroismo circular de àcido graso sinlelasa en 
prescncia de lipopolisacârido (LPS) de E coli: (A ) enzima 
naliva: (B), (C) y (D ) a una relaciôn cn peso LPS/enzima de 
0.2, 2.0 y d 0 respectivamente.

una relaciôn en peso de 0.2, el perfil de! eluido (fig. 18) 
muestra coeluciôn del lipopolisacârido y del complejo 
enzimâtico, siendo consistcnte el perfil de eluciôn con la 
interacciôn dc ambas moicculas.

Como consecuencia de lai interacciôn se liberaria fosHtli- 
tlileianolainina dc lorina especifica, cn consonancin con 
un descenso cn la actividad enzimâtiea -dc acucrtio con 
el carâctcr escncial tic la liisfiitidilctanolamina- y una nucva 
disminuciôn en la lonpitu»! promcdio île los segmentos 
hclicoidales -tambicn de acuerdo con el papel estructural 
prcviamcnte nsignado para los fosPolipidos tiel sistema-. 
Todo ello cs un arpumento claro en cuanto a la significa- 
ciôn dc los fosfolipidos cn las relaciones cstructura-funciôn 
del complejo multienzimâtieo.

La cspecificidad de la interacciôn lipopolisacârido fosfati- 
dilctanolamina podria servir para que el primero intcrac- 
cionase con la superficie celular en un proceso cn cl que 
tomarian parte interacciones hidrofôbicas entre grupos 
del interior dc las moicculas dc lipopolisacârido y grupos 
afines de la membrana, pudiendo participar tal interacciôn 
en el desencadenamiento del efeeto cndotôxico.

Estudio lopolàgico de los sitios activos dc la enzima.

Una vez asignada la misiôn de los fosfolipidos en la cstruc­
tura y funciôn del complejo âcido graso sinlelasa del 
insecto, el siguienie 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 inhibiciôn ejercida por palmitoil-CoA 
sobre la actividad enzimâtiea del complejo.

Precisamente, el producto final mayoritario de la actividad 
de la àddo graso sinlelasa es el âcido palmitico o palm itoil- 
CoA (Burton et al., 1968).

PAS

10 030
fracciôn n."

f'inura !H. Perfil dc cluciAn dc ItpopolisacArido-sInIcInsa cn cromatografia
cn colitmna dc scpharosa 611 cpm ( ----------) y conccniraciôn
dc à n flo  %rnsn sintetasa en unidadcs nrbilrarhs ( ----------). Los
punlos I y 2 indiean las posicioncs del LPS y de la enzima 
respectivamente cuando sc cromatografian indcpcndicnlcmcnlc.

I l conjunto de los datos expuestos permite suponer la 
implicaciôn dc la fosfatidiletanolamina en cl mccanismo 
(le interacciôn entre el lipopolisacârido y el complejo 
àddo graso sinlelasa.

El âcido palmitico se produce por hidrôlisis del enlace 
tioester de palmitoil-CoA. Esta actividad tioesterâsica es 
un componente integral de la àddo graso sinlelasa de 
mamiferos y aves (Smith et al., 1970); sin embargo palmitoil- 
CoA es el producto final en S. cerevisiae y en la reacciôn 
de otras enzimas microbianas. (Lornitzo et al., 1975). En 
concxiôn con esto se ha observado que la palmitoil-CoA 
y otros anâlogos de cadena larga inhiben la àddo graso 
sinlelasa de higado de pichôn (Porter et al., 1958), cercbro 
de rata (Robinson ét al., 1963) y S. cerevisiae (Lust et al., 
1968) donde se ha eneontrado que diferentes acil-CoA de 
cadena larga son inhibidorcs competitivos del sustrato, 
malonil-CoA. Estos datos sc han interpretndo como una 
rcgulaciôn de la actividad enzimâtiea, via inhibiciôn por 
productos finales. Sin embargo, la retro inhibiciôn de la 
àddo gra.so sinlelasa dc higado dc pichôn (Porter et al., 
1958) muestra que la rcgulaciôn dc la enzima es depcin- 
diente dc la prescncia de una concentraciôn .miccinr 
critica de palmitoil-CoA y dc una cierta relaciôn molar 
de tioester a proteina. Estos argumentos estân en contra 
de la posibilidad de sitios especificos para palmitoil-CoA 
cn la inhibiciôn del complejo enzimâtico, y soportan cl 
hecho de que la molccula de acil-CoA inhiba la àddo 
graso sinlelasa en virtud de su naturaleza detergente. Por 
otro lado, la alhûmina de suero bovino esimuila la sinlcsis 
de âcidos grasos por contrarrestar la inhibiciôn por palrai-
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loil-C'oA formiindo complejo cstablcs con los ilcrlvsidos 
del tipo dc acil-CoA (Takclii ct al., 1966).

hihihidôn ric Acido graso sintelasa por palnifloil-CoA.

I II âcido f^raso sinlelasa dc C. capilaia produce Acido 
piilinitico, Inurico y mirfstico como principales productos 
linalcs I’ara una relaciôn molar malonil-CoA/acclil-CoA 
dc 0.5 cn cl ensayo dc incubaciôn, la cantidad dc Acido 
piilm itico sinlctizado cs cl 66% del total. Por cllo, sc ha 
estudiado cl cfccto dc la palm itoil CoA sobrc la actividad 
dc la âcido graso sinlclasa del insccto cn un amplio margen 
dc concentracioncs (fig. 19). Como cn otras sintctasas, la 
palmitoil-CoA inhibe la actividad dc la enzima dc C. capl- 
laia; sin embargo la concentraciôn rcqucrida para cl 50% 
dc inhib iciôn es aproximadamentc de 13 pM, mientras 
que concentracioncs menores dc 4 p M  dc palm itoil CoA 
inhiben compictamcnte la enzima de S. cerevisiae. El 
cfccto del derivado de CoA implica un cambio estructural. 
l ai la figura 19 se puede observar la variaciôn cn el conte­
nido cn o-hélice dc la enzima, frcnte a la concentraciôn 
dc palm itoil CoA; sc puede destacar un importante incre- 
mcnto dc 45 a 60%, en el contenido hclicoidal dc acuerdo 
con los valores de Chcn et al. (1974) para ta estimaciôn 
dc conformacioncs proteicas. Para todas las concentracio­
ncs de acil-CoA en cl intcrvalo estudiado, asf como para 
la enzima nativa, el valor de n obtenido es 40, que podrta 
scr considerado como representativo dc una hélice de 
longitud infin ita. De los resultados de la figura 19 es 
d ificil estableccr una relaciôn clara entre los cfcctos ciné- 
licos y estructurales de la palm itoil-CoA, ya que su efeeto 
sobre el contenido en a-hélice persiste en forma lineal 
cuando la actividad enzimAtica ha sido ya completaniente 
inhibida. Asf, la primera modifieaciôn estructural del 
complejo enzimAtico podria implicar interacciones no 
cspccilicas con palm itoil-CoA, que a estas bajas concen-
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traciones dislorsionaria el ccntro activo producicndo la 
inhibiciôn maxima. Es intercsantc rcsaltar la cicvada 
concentraciôn dc acil-CoA ncccsaria para la total inh ib i­
ciôn de la sintetasa del insccto comparada con la rcqucrida 
por los sistemas enzimâticos de otros orlgcncs.

Estos resultados, y cl hccho de una cinélica no saturante 
para la variaciôn estructural causada por la palm itoil CoA, 
sugieren una interacciôn no cspccifica. Sin embargo, con­
siderando cl carâctcr lipoprotcicodc la sintetasa del insccto 
y la naturaleza anfifilica dc los dcrivados acil-CoA, es 
posible la existeneia en el sistema dc cfcctos simultAncos 
especificos y no especificos.

La inhibiciôn de la sintetasa del insccto por palmitoil-CoA 
no es dcpendiente del tiempo; asi, se obticncn los mismos 
porcentajes de inhibiciôn para una incubaciôn, anterior 
al ensayo, de 5 y 30 minutos. Sin embargo, la inhibiciôn 
es dcpendiente de la temperatura (tabla V III). Con una 
preincubaciôn de 10 minutos a 37"C, previa al ensayo de 
actividad, la inhibiciôn se incrcmenta scnsibicmcnte y 
una concentraciôn de 13 pM de palm itoil CoA inhibe 
compictamcnte la actividad enzimAtica.

Tabla V III. Porcentajes de Inhibiciôn de âcido graso sinle­
lasa de C. capilala por palmItoll-CoA.

Condiciones expérimentales
pM ensayo 10 min. de incubaciôn a 37°C, 

control previos al ensayo

0 0 3

5 12 67

10 34 97

15 61 100

20 78 100

50 100 too

l>K»rn 10. l-.rcclo t1c p.ilniitoH-CnA cn ta àddo graso sintetoso dc C frt- 
pifoin. Vnrincioncs dc n-hélicc (  -♦ -  ) dc acucrdo con ct 
nu'Indo dc Chcn cl al. (197d); actividad cnriniâlica (  - th  ). 
I.as aclivid.idcs sc rctïcrcn a la dc la cniim a en auscncia dc 
nalniilnil CoA, considerando esta como cl 100%. La conccii- 
IraciAn dc prolclna cs 0.1 mg/ml.

E/eclo de la albûmina de suero bovino e llis lona I t l  
sobre la inhibiciôn por paIrniloil-CoÀ.

Si el efeeto dc la palm itoil-CoA sobre el complejo enzimA­
tico fuera soiamente debido a interacciones no especificos, 
su inhibiciôn enzimâtiea podria rcvertirse por moléculas 
capaces dc unir acil-CoA (800 pg/m l). Una de estas 
moléculas, la albûmina dc suero bovino, restaura el 50% 
de la actividad enzimâtiea, que se anula cn prescncia dc 
50 pM dc palmitoil-CoA. Sin embargo, no sc ha obscrvado 
una compléta protecciôn de la enzima cn el margen de 
concentracioncs dc albûmina estudiado (200-1200pg/ml) 
(fig. 20). La rcprcsenlaciôn dc la concentraciôn dc palmitoil- 
CoA rcqucrida para conscguir el 50% dc inhibiciôn de la 
âcido graso sinicla.sa, (rente a la conccniraciôn de nlbû- 
mina de suero, da idea de la interacciôn albûmina-palmitoil- 
CoA. De acucrdo con esta variaciôn, la interacciôn albû­
mina palm itoil-CoA alcanza un estado saturado al aumen- 
tar la concentraciôn de albûmina dc suero bovin»; .sin 
embargo no sc observa una compléta protecciôn para la 
inhibiciôn por palmitoil-CoA. Estos resultados indiean 
que la interacciôn de acil-CoA con la sintetasa del insecto

-35



100

^  7 0 - 
O  6 0 -

USA 
- 000

-000

400

5  40

2 0 -

rigu ra  20. P ro lecc iô n  d e  Addo graso sinlelasa  d e  C. capila la  fren le  m la 
in h ib ic iô n  d e  p a ln iito il-C oA , p o r  a lb û m in a  d e  au ero  b o v ino  
(de  izq u ie rd a  a  d crccb a  200, 400. 800 y 1200 n g /m l) . R ecu ad ro  
in te rio r; c o n cen trac iô n  d e  pa lm ito il C oA  req u c rid a  para  50% 
d e  in h ib ic iô n  (ren te  a c o n cen trac iô n  d e  a lb û m in a  d e  auero  
bO vino en  p g /m l Los valores d e  ac tiv idad  se  re lic ren  a los de 
la  en z im a  en  a u sen c ia  d e  p a lm ito il-C oA  co n s id e ran d o  ôsta 
e l 100%.

tiene un componente especîfico que no puede ser rever- 
tido por la albtümma.

Teniendo en cuenta el papel Asiolôgico de la albtrmina de 
suero en el transporte de âcidos grasos, la union hidrofô- 
bica de los derivados del tipo de acil-CoA podria ser 
considerada en cierta forma especifica. En este sentido, 
la histona HI de tim o de ternera es una proteina sin 
relaciôn aparente alguna con los âcidos grasos y en la que 
es posible crear estructuras hélicoïdales en presencia de

200 210 220 230 240
0 10

0 10'

-13

-15

moicculas dc fosfolipidos. Esto sc pucdc aprcciar cn la 
figitra 21 cn la que sc rccogcn las variacioncs cn cl cspcctro 
dc dicrttistno circular tic la histona, cn funciôn de la con- 
ccnlracit'm dc fosfolipidos. El analisis estructural mucstra 
un incrcmento cn n-liclicc comparable con cl obtenido 
por cl incrcmento dc la fuerza iônica o cl p li. l ’or cllo 
sc ha considerado cl cfccto dc la histona I II cn la inhibiciôn 
cjcrcida por palm itoil-CoA, ya que sc trata asimismo dc 
una molccula anfipâtica y sc unirla a la histona al Igual 
que lo haceh los fosfolipidos.

El efeeto dc la histona I I I  sobre la inhibiciôn de la sinte­
tasa dc C. capilala por palm itoil-CoA aparecc en la tabla 
IX . La histona I I I  protege a la sintelasa frcnte a la inacti­
vaciôn por pa lm ito il CoA, y el com plejo enzimâtico 
reticne un 30% de su actividad en presencia de 800 pg/m l 
de histona f i l  y 50 pM de palm itoil-CoA, concentraciôn 
que inactiva completamente a la enzima en ausencia de 
la proteina. Ën prescncia de 800 pg/m l dc albûmina la 
sintetasa retlene el 50% de su actividad a la misma con­
centraciôn de acil-CoA. Considerando cl peso molecular 
de ambas proteinas, albûmina e histona HI, la primera es 
mâs eficiente para rcvertir la inactivaciôn por palm itoil- 
CoA. Este hecho no es sorprendente si consideramos cl 
carâeter polar de la molccula de histona y el carâeter 
hidrofôbico de las interacciones que implican al derivado 
del tipo de acil-CoA. Estos resultados indiean claramente 
la existeneia de interacciones no especlAcas, réversibles 
por H I, entre palm itoil CoA y la sintetasa del insecto.

Tabla IX. Reversiân por histona f i l  de la Inhibiclân de âcido 
graso sinlelasa en presencia de palmitoll-CoA. 
Los valores se expresan como porcentgje de la 
actividad en ansencia de acil-CoA en las condi­
ciones del ensayo control.

Palmitoil-CoA Inhibiciôn (%)

pM Sin III 800 pg/ml de HI

0 0 0
5 12 6

10 34 25
ts 61 40
20 78 53
50 100 70

f ig u ra  21. P .spcclro  d e  d ic ro ism o  c ircu le r d e  la h is to n a  III na liva  ( ----------)
y en  p re sen c ia  d c  (osfo llp idos (20  pl) 10 mM ( --------- ). R ecuad ro
in te rio r: V ariaciôn  de 0 j »  en  (u n c iô n  d e  la c an tid ad  d e  (osPo- 
llp idos (10  p M ). La h is to n a  se  e n c u e n tra  en  agua a p l i  3.S.

E/eclo dc los fosfolipidos sobre la inhibiciôn 
por palmiloil-CoA.

Los resultados dc la inhibiciôn de la sintetasa dc C. capl- 
la la  cn prescncia dc dispcrsioncs micclarcs dc fosfolipidos 
aislados dc la larva del insccto aparecen cn la figura 22. 
A una concentraciôn 50 pM de acil-CoA sc inhibe comple- 
tamcntc la actividad enzimâtiea, pero la enzima rcticne 
el 30% dc su actividad cn prescncia dc 200 pg/m l dc 
fosfolipidos. Incrcmentando la concentraciôn dc fosfoli­
pidos cn cl ensayo dc incubaciôn hasta I mg/ml aparccc 
una rctcnciôn dc la actividad enzimâtiea del 40%. Asi
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f-'igtira 22. P ro tecc iô n  d c  fa àcido graso sintetasa  d c  C  capitata  tre n te  a 
la  in h ih ic io n  d c  Palm ito il-C oA  p o r  va r ils  con cen trn c io n es d e  
rn^roltpido: 0  p g  ( 200 Mg ( ), 500 pg  ( ) y
1000 pg ( ) po r m l. R ecu ad ro  in te rio r: C o n ccn irac iô n  de
pa lm ito il C oA  req u c rid a  para e l 50% d e  in h ib ic iô n  Trente a la 
c o n cen trac iô n  d e  Toffolipidos (p g /m l) . Los valores d e  activ idad  
e sién  rc fe ridos a la enz im a en  au se n c ia  de palm tto il-C oA  
(100% ). La c o n cen trac iô n  d e  p ro te in a  es  0.1 m g /m l.

pues, los rosfolipidos, como la albûmina y la histona HI, 
no rcvicricn de forma total la inactivaciôn de la sintetasa 
por palm itoil-CoA. Sin embargo, en el intervalo experi­
mental de concentraciones de palm itoil-CoA. Los fosfoli­
pidos permilen aun la existeneia de inhib iciôn poracil CoA 
cosa que ocurria en el caso de la albûmina y la histona HI.

n la conccniraciôn dc fosfolipidos aparccc cn la figura 22. 
lîc  acucrdo con cslo, sc observa un cslado saturante para 
la union dc palm itoil CoA a estructuras dc fosfolipidos. 
I-stos resultados tambicn muestran la existeneia dc inh ib i­
ciôn cspccifica no rcvcrtida por fosfolipidos.

Las variacioncs estructurales del complejo âchlo graso 
sintetasa de C. capitata inducida por fosfolipidos pueden 
scguirse por medidas dc dicroismo circular. La figura 23 
représenta clipticidad a 220 nm como indice dc la cstruc­
tura hclicoidal dc la proteina frcnlc a la concentraciôn dc 
palm itoil-CoA. l i l  incrcmento obscrvado cn la cliplicidad 
a 220 nm cn prescncia de fosfolipidos es dcbido al papel 
estructural, ya comcntado, dc estas moicculas cn cl sis­
tema lipoproteico. Dc mancra similar, cl cambio cn la 
actividad enzimâtiea y las variacioncs catisadas por los 
fosfolipidos alcanzan lambién un estado dc saturaciôn.

La inhibiciôn por palmitoil-CoA dc la àcido graso sintetasa 
provoca un incrcmento en cl contenido dc a-hélice, y, 
dado que los fosfolipidos estân implicados cn cl mante- 
nlm iento de la conformaciôn hclicoidal entre segmentos 
de o-hélice, pucde pensarse que acil-CoA de cadcna larga 
produccn en la enzima cfcctos similares a los dc los 
fosfolipidos. De acuerdo con este hccho, en los cfcctos 
obscrvados para derivados del tipo de acil-CoA tcndria 
participaciôn la interacciôn directa entre las cadenas poli­
peptidicas de la sintetasa y palmitoil-CoA. Sin embargo, 
de acuerdo con la naturaleza lipoproteica de la enzima 
del insecto, el efeeto total obscrvado podia ser debido a 
interacciones con la cadcna polipeptidica, asi como a la 
participaciôn de los derivados de acil-CoA en el compo­
nente lipidico.

La reprcscntaciôn de la concentraciôn de palm itoil-CoA 
rcqucrida para el 50% de inhibiciôn de la sintetasa frente
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tiKiira  2,1. V ariacioncs d c  O u n  trcn lc  a c o n ccn irac iô n  d c  pa lm ilo il CoA  
cn  p rescnc ia  dc rosfo tip idos, 0  iig ( ), 200 (
500 |ig  ( -»- ) y 1000 p g /m l ( l.a  c o n ccn irac iô n  dc
p ro le ina  cs 0.1 m g /m l.

El efeeto dc la albûmina y la histona HI puede ser fâcil- 
mente explicable en términos de un descenso cn la con­
centraciôn efectiva de palm itoil CoA, lo que rcduciria las 
interacciones hidrofôbicas no espécificas del derivado de 
CoA con el componente lipidico. Pero ademâs, la inh ib i­
ciôn de la sintesis de âcidos grasos podria tencr un com- 
ponentc cspecifico no revcrtido con una disminuciôn de 
la concentraciôn de palmitoil-CoA por albûmina o HI, 
dc acuerdo con un equilibrio entre interacciones hidrofô­
bicas del componente lipidico, las cadenas polipeptidicas, 
palm itoil CoA y albûmina o histona 111. Esta idea vendria 
confirmada por el efcclo de los fosfolipidos en la inhibiciôn 
por derivados de acil-CoA. La inhibiciôn del complejo 
sintetasa del insecto podria ser cspccifica a baja conccn-, 
traciôn de acil-CoA por interacciones con la cadcna poli­
pcplidica, sicndo las interacciones no cspccilicas obscr- 
vadas a mâs elevadas concentraciones de acil-CoA.

Estas obscrvaciones redundan en la idea dc una cstructura 
cspccifica para la lipoproteina del insecto, con el ingre- 
dicnte lipidico no distribuido al azar entre las cadenas 
polipeptidicas, indicaria, lambién, que la sintesis de âcidos 
grasos cn la larva del insccto cs muy sensible a la presencia 
dc moléculas anfilïlicas como fosfolipidos, ncil-CoA de 
cadcna larga y sustancias con acciôn détergente, l'ero mâs
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importante aùn, cl centre activo -en su concepto amplio 
(le région de la que dépende la actividad del com plejo- 
tcndrin una région cstructurahic por la action de palm ito il- 
CoA. incrementândnsc asi cl contenido cn m-hélice y 
produciéndose ia inhihiciém enzimâtiea. liste efeeto, que 
se manifcstaria a baja concentraciôn, séria de carâeter 
cspecifico, mientras que cl resto de interacciones hidro- 
fôbicas, ias rcvcrtidas por albûmina o histona I I I  o fosfo- 
lipidos, lo fueran de carâeter inespecifico.

Scparaclén dc las siibiinidades dc âcido graso sintetasa 
dc C. capilala.

El complejo àcido graso sinlclasa del insecto se ha sepa- 
rado en dos subunidades distintas, aparentemente carcntes 
de lipidos, y que dan cuenta del total dei componente 
poiipeptidico de ia enzima. Tai scparaciôn se ha llevado 
a cabo por cromatografia en Sepharosa-c-aminocaproil- 
panteteina, previa disociaciôn de la enzima nativa por 
diâlisis frcnte a tampôn tris-glicocola de la proteina pre-

210 220 230 240 nm
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Fraccidn n®

Figura 24. Perfil de e luc iôn  dc la cromfitogrnfîn dc nfin idad en Sepharosa 
e o fn inocnpro ilp iin tc(c tn :i. La flécha ind ica c l cam bio de las 

condiciones dc e luciôn: lam pôn de p l i  8.4 a 10 y Icm pcra lu ra  
de (TC i 25’ C.
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Flgurn 2S. Espectro de d icro ism o c ircu la r de los dos componentes po il 
peptid icos de la âclilo  graso sM etasa. Subunidad I  (A )  y sub- 
un idad I I  (B ).

viamente envejccida por m antcn im ienio  durante dos 
semanas a -2 0 'C .

H
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Figura 2A. Espeetros dc Iluorescencia de los dos componentes po lip cp ll 
dicos dc la àchin graso s in iriasa  del insccto. ExcitnciAn a
JSO nm  ( — —  ), cxc itac iôn  a 295 nm  (-----------) y diferencia
dc ambos ( --------- ) nara c l com ponente I (A ) y cxc itac iôn  a
2R0 nm  f  ), cxc itac iôn  a 295 (-----------) y d iferencia de
ambos ( ---------- ) para c l com ponente I I  (B ).
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I l pcrni del cluido dc In cromntogrnria dc nnnldnd sc 
rocoj'.c cn In rigiira 24. Como sc pucdc aprccinr sc difcrcn- 
I inn dus picos sin que pucdn dclcclarsc lipidos cn cual- 
ipilcrn dc cllos. Los dos componcnics polipcptidicos asi 
iihlcnidos I y II, sc hnncnrnclcrizndocspcctroscôpicnmcntc. 
In  In llgurn 25 sc rccogcn los cspectros dc dicroismo 
( irculnr dc ambns porctoncs. En los dos casos existe una 
innnilicsta pcrdida dc ordcnncion del carâctcr pcriôdico, 
Ktino sc pucdc aprccinr por cl incrcmento cn los valorcs 
dc clipticidad a bajn longitud dc onda. La longitud dc los 
(ingmcntos cn cstructura hclicoidal tambicn sc han rcdu- 
cido, como sc observa dc las relaciones dc clipticidad a 
205 y 220 nm. En la figura 26 sc muestran los cspectros 
dc fluorescencia de ambos componentes, los cualcs exhiben 
cnractcristicas fluorescentes muy difcrcnciadas obscrvdn- 
dosc mâximos rcspectivos a 330 nm y 340 nm, previa 
cxcitaciôn a 280 nm, con prcdominancia en ambos casos 
dc la fluorescencia de triptôfano. Hccho que se comprueba 
asimismo cn los cspectros rcalizados con cxcitaciôn a 
295 nm.

Lslos datos tiendcn a confirmar el carâctcr distinto de 
ambas cadenas polipeptidicas, ya pucsto de manifiesto 
con la enzima nativa. Esta tendcncia también se observa 
cn la eomposiciôn de aminoàcidos recogida cn la tabla X, 
cn la que la diferencia de mayor significaciôn se aprecia

a nivel de arginina con 1.3% mâs cn el componente II 
que cn cl I, lo que unido al elevado peso molecular del 
complejo résulta cn una diferencia significativa.

Tabla X. Andiisis de andnoAridos de la àdilo gra.w sinlelasa 
nativa y de las subunidades I y I I  résultantes de 
la disoclacidn.

Aminoâcido Subunidad i Subunidad II enzima nativa
ASX 9.86 10.56 10.92
TIIR 5.46 6.40 6.39
SER 6.60 5.75 6.43
GLX 12.91 11.65 13.28
PRO 5.73 5.39 4.26
GLY 14.06 10.46 7.18
ALA 7.80 7.85 7.83
VAL 6.86 7.10 5.87
MET t.29 I 85 1.65
ILE 4.68 5.67 5.80
LEU 7.44 8.23 8.27
TYR 3.18 3.46 3.77
PUE 3.86 3.56 3.26
HIS 1.43 1.83 1.79
LYS 5.88 6.00 5.72
ARG 2.95 4.24 4.56
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CONCLUSIONES

I,a âcido graso sintetasa del insccto C. capitata es una 
lipoproteina aislada de la fracciôn soluble celular de la 
larva. Présenta una relaciôn cn peso lipido/proteina de
1.0. El componente lip idico mayoritario lo constituyen los 
triaciigliceroles con un 81% en peso, estando présentés 
los fosfolipidos en un 5%. Tal componente no proteico 
cs cspecifico y escncial para la estructura-funciôn del 
complejo. Pese a su elevado contenido lip idico, la sinte­
lasa (Ici insecto posee una estructuraciôn comparable a 
la dc las lipoproteinas de suero de alla densidad.

I l sistema enzimâtico posee una cstructura sumamente 
organizada con un 45% de o-hélice, 16% de cstructura B 
y 39% de ordenaciôn aperiôdica, con un valor promcdio 
d>- residuos dc scgmcnto hclicoidal igual a 40. Este ultimo 
valor permite considerar a la proteina como organizada 
en fragmentos hclicoidales de longitud infin ita en su 
u llcjo cspcctroscôpico.

< omo consecuencia de la caraclerizaciôn del sistema por 
' 'P( ciroscopia dc fluorescencia, se defincn dos dominios 
moiccularcs diferentes, que sc manificstan sôlo en pre- 

iu:ia del componente lipidico. Talcs dominios son rela- 
iivDs a diferentes residuos de triptôfano en la proteina.

I I componente lipidico no sc encuentra distribuido al 
i/.H en cl conjunto del complejo. El nûcleo dc la cstruc- 
’ '"a  csiâ conslituido por los triaciigliceroles cn contacto 

rcgiones hidrofôbicas dc la proteina como lo prueba 
' ' bccbo de transferencia de energia entre triptrrfano y 
**''11. I.os fosfolipidos poscen una localizaciôn superficial 

la eslruclura del sistema, de acucrdo con su carâctcr

anfipâtico, y basado entre otros hechos cn la ausencia dc 
transferencia de energia entre cromôforos aromâticos y 
DPE.

Los fosfolipidos crean estructuras helicoidalcs cn los frag­
mentos carcntes de tal ordenaciôn, situados entre frag­
mentos de a-hélice. Asi, la longitud teôricamcntc infinita 
de las hélices de la proteina cs dcpendiente dc la prescncia 
de cstos fosfolipidos. El carâeter escncial que, para la 
actividad del complejo multienzimâtieo, exhibe la fosfati­
diletanolamina sc dcbcria a la eslabilizaciôn dc rcgiones 
hclicoidales en cl "sitio activo" dc la enzima.

Tal “sitio activo” posee también rcgiones no cstructuradas. 
La transiciôn de estas rcgiones a porciones con cstructura 
pcriôdica se traduce en una inhibiciôn de la enzima con 
cambios no signillcativos en la cstructura interna de la 
macromolécula, cn su repcrcusiôn cn cuanto a fluorcs- 
ccncia intrinseca.

Estas ideas acerca dc la topologia del complejo multicn- 
zimâtico del insccto sc rcsumcn cn la figura adyaccntc. 
Una parlicula dc peso molecular IO''D sc organi/a cn dos 
cadenas polipeptidicas soporladas por cl entorno hidro­
fôbico dc los triaciigliceroles del sistema. Los fosfoglicé­
ridos cstabilizan estas cadenas bajo la forma de largos 
segmentos hclicoidales (A ), a la vcz que conformaii cl 
“ sitio activo" cn el que lambién sc sitûan rcgiones de 
ordenaciôn no pcritxlica, csencialcs cn tal conformaciôn 
para la actividad dc la enzima (11). La inhibiciôn ejercida 
por moléculas dc carâctcr anfipâtico sc manificsta, cn su 
forma cspccifica, a nivel dc talcs rcgiones no organi/adas 
pcriôdicamente del “ sitio activo” .
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