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l. INTRODUCCION






l.1.1. DISTRIBUCION DE ACIDOS GRASOS EN INSECTOS

La composicién en &cidos grasos de los insectos (115,
116, 181) con algunas excepciones es andloga a la de otros
organismos superiores y muy semejante a la de animales te
rrestres.

En el momento presente se conoce la composiciédn de una
amplia variedad de insectos pertenecientes a los siete ér
denes Lepidéptera, Hemiptera, Orthéptera, Diptera, Hyme-
néptera y Dictyéptera.

El gran nlimero de especies de insectos existentes hace
muy dificil el poder dar un esquema de dicha composicién,
pero puede indicarse que los &cidos grasos que aparecen
en mayor proporcién son palmitico y esteérico, siendo 1la
presencia del primero generalmente bastante superior a la
del segundo.

Los &4cidos grasos monoinsaturados aparecen en mayor
cantidad que los poliinsaturados siendo de destacar 1la
gran proporcién de 18:1 en colebpteros y lepidépteros,
la de 16:1 en dipteros que pueden variar entre un 19 y un
60% y la de mondimsaturados menores de 14:0 en hemipteros.

Otras excepciones a esta composicién general serian
las encontradas en 1os hemipteros Aphidos (117) donde los
&cidos grasos 14:0 constituyen el 82% y Cocidos (118) en
los que 10s &cidos grasos de cadena mis larga de 14:0
constituyen solo un 20%, siendo 10:0 y 12:0 los dos &ci-

dos grasos mis abundantes. |

~

l.12. BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS EN INSECTOS

La biosintesis de &cidos grasos ha sido estudiada tan-~
to "in vivo" como "in vitro" en varias especies de insec~



tos.

De los experimentos realizados "in vitro" se pueden des
tacar los resultados obtenidos con homogeneizados del le-
pidéptero Prodenia eridiana (119) y del ortéptero Locusta
migratoria (120), centrifugados a 20,000 x g y del dipte-
ro Aldrichina grahami (121) centrifugados a 100;000 X g,
los cuales sintetizan &cidos grasos a partir de acetato.
El requerimiento de cofactores tales como ATP, CoA, HADPH,
MgQ*, y la estimulacidén de la sintesis por bicarbonato, ma
16nico, citrico, biotina, etc., parecen indicar un mecanis
mo "de novo" via malonil-CoA. El1 principal acido sintetiza
do es el palmitico 16:0 y en menor proporcibédn 18:0 y 18:1.

La sintesis "in vivo" transcurre de un modo anilogo. En
Buricotis floridiana (132), Bombix mori (123), Anthonomus
‘grandis (124), Drosophila melanogaster (125), Trichoplusia
ni (126) e Hyalophora cecropia (127), se sintetizaron a
partir de &cido acético toda una variedad de &cidos grasos,
principalmente 16:0, 16:1, 18:0 y 18:1. En estos ensayos
no se detecta radiactividad en los &cidos 18:2 y 18:3, ca-
racteristica que parece comin a todos los insectos. Ademas
de llevar a cabo la biosintesis "de novo", los insectos
pueden elongar y desaturar acidos grasos, en mayor o menor
proporcién. Asi ocurre por ejemplo en Euricotis floridiana
(122), Anthonomus grandis (124), C. erytrocephala (128),
B. mori (129), D. melanogaster (125), A. grahami (121), L.
migratoria (130) y H. cecropia (127) con probable interven
cibén del sistema microsomal. Algunos de los énsayos ante-~
riores "in vitro", prueban la necesidad de NADPH (NADH) y
02 para la desaturacién directa.

En algunos casos, la cantidad de &cidos mqnoinsaturados



obtenida a partir de acetato, es superior a la que se ob-
tiene por deshidrogenacié4n directa de los correspondientes
saturados, como en D. melanogaster (131) y en H. cecropia
(127). Estos resultados sugieren la posibilidad de que en
los insectos existan dos vias alternativas para la sinte-
sis de &cidos insaturados. Una de estas vias seria la des
hidrogenacién directa de los &cidos saturados, mientras
que la otra puede ser semejante al sistema tipico de bac=-
terias, de desaturacibén de &cidos grasos de cadena corta
y posterior elongacién mitocondrial (131, 132).

Los &cidos sintetizados, précticamente no se acumulan
como &cidos grasos libres, sino que répidamente se inte-
gran en estructuras lipidicas m&s complejas, especialmen—
te trigliceridos y fosfoiipidos (120). En general los 14i-
* pidos neutros se producen en mayor proporcién que los fos
folipidos, aunque ello depende en gran medida del éstado
de desarrollo del insecto. En larva de H. cecropia (127)
aproximadamente el 90% de la radioactividad de los &cidos
grasos sintetizados a partir de acetato, isotbdpicamente
marcado aparece en los gliceridos; en el adulto farato
aumenta la sintesis de fosfolipidos. Esto significa que
la larva acumula &cidos de reserva (trigliceridos), mien-
tras que el adulto farato, para hacer frente a su mayor
complejidad fisiolbégica, debe sintetizar mayor proporcién
de fosfolipidos.

Con respecto a la variacidn de &cidos grasos durante
las distintas fases del desarrollo, se ha vi#to en Musca
doméstica (133) una tendencia general hacia la sigtesis
de &cidos grasos durante los primeros momentos del creci-
miento larvario y una utilizaciédn subsecuente de 1ipidos



durante la metamorfosis del insecto.

En el caso de Heliothis zea (134) la incorporacién de
acetato en lipidos aumenta mucho al principio del 62 esta
do de desarrollo declinando luego a un sexto de este ni-
vel al final de este estado y a un décimo en el adulto fa
rato. La incorporacibén en trigliceridos decrece, aumentan
do en fosfolinidos, digliceridos y monogliceridos a medi-
da que progresa la metamorfosis. _

La incorporacidén en &cidos grasos de acetato—14c inge-
rido o inyectado en larva en su 52 estado larvario rinde
un valor doble que el obtenido en adulto farato, siendo
las moléculas saturadas las que aparecieron m&s marcadas
(sobre todo 16:0 y 18:0) y 18:1 la mis marcada de las in-
saturadas. ‘

Resultados analogos han sido obtenidos en Anthonomus
grandis (124), en D. melanogaster (125) en Trichoplusia
ni (126) y en H. cecropia (127).

l.1.3. DISTRIBUCION DE ACIDOS GRASOS EN CERATITIS CAPITATA

Los dos &cidos grasos que aparecen en mayor proporcidn
en todos los estados de desarrollo del insecto holometabo
lo Ceratitis capitata (140) son el 16:0 (entre 20% y 36%)
y el 16:1 (entre un 27 y 45%) a los que siguen en impor-
tancia 1831 y 18:2 con unos niveles que van ?espectivameg
te de 18 a 22% y 6 a 10% segln el estado de desarrollo
que consideremos; continlian en importancia cuantitativa
14:0 que aparece aproximadamenté en un 3.6%, 18:0 con
3-4% y 12:0 que suele representar un 1.5%. Finalmente se
puede indicar que 18:3 cuyos niveles son muy bajos en los

estados de larva y adulto farato, no aparece en huevo y



puede llegar a representar un 1l.6% en adulto.

l.1.4. BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS8 EN CERATITIS CAPITATA

La capacidad de dntesis de &cidos grasos de homogenei-
zados de este insecto a 1o largo de su desarrollo (138)
muestra dos méximos de actividad en larva de 6 dias y en
adulto farato de 8 dias, siendo el primero de ellos mucho
més pronunciado que el segyndo.

Al realizar un estudio comparativo de ambos momentos
del desarrollo del insecto (135, 136) puede verse que en
larva a tiempos cortos de incubacién (30 minutos) existen
altos niveles de 10:0, 12:0 y 14:0 los cuales disminuyen
sensiblemente al aumentar ésta, mientras que 16:0, 16:1 y
18:1, que a tieﬁpos bajos ﬁresentan valores pequefios, au=
"mentan su cantidad paulatinamente con el tiempo de incuba
cibén hasta que a 120-180 minutos alcanzan un méximo de ac
tividad.

Tanto 18:0 como 18:2 y 18:3 no son sintetizados en can
tidades apreciables a 1o largo de la incubacién.

En adulto farato se obtiéne cualitativamente los mis-
mos &cidos que en larva salvo 10:0 cuyos niveles no son
apreciables, mientras que cuantitativamente presentan di-
ferencias ya que los porcentajes de 16:0 y 16:1 son muy
elevados desde 10s primeros tiempos de incubacién y préc-
ticamente constantes durante el ensayo (80% de la activi-
dad local). Por otro lado los &cidos grasos de cadena me-
dia tienden a incrementar ligeramente con el tiempo sien-
do, al igual que la larva, incapéz de sintetjizar 18:2 y
18:3 y dado que é&stos forman parte de la composicién nor-
mal del insecto cabe pensar en un cierto carécter esen-
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cial de los mismos.

Cuando se estudia la distribucién de estos &cidos gra-
sos en clases de 1lipidos (135, 138) utilizando como pre-
cursor acetato-l4c aparece que en larva los trigliceridos
contienen la mayor parte de la radiactividad em 10:0 a
16:0 con ausencia total en 18:0; en fosfolipidos no apare
ce 10:0 mientras que 18:0 aparece apreciablemente marcado.
La composicién de los &acidos grasos libres ofrece una si-
tuacibén intermedia entre la de los trigliceridos y fosfo-
1ipidos como corresponde a su funcibén metabbdlica en 1la .
sintesis de las distintas clases de lipidos.

En adulto farato no aparece radiactividad en los é&ci-
dos grasos presentes en los trigliceridos mientras que en
los fosfolipidos ésta es bastante mayor que en larva, al
‘mismo tiempo que hay una tendencia a incrementarse los ni
veles de insaturacién.

Cuando estos experimentos de incorporacidn de acetato-
-140 se realizan “in vivo"™ (136) puede verse que 16:0 y
16:1 son los que representan el méximo nivel de incorpora
cibén tanto en larva como en adulto farato.

Los &cidos grasos de cadena media tienen una incorpora
cién semejante en los dos estados, pero los insaturados,
particularmente 14:1 y 18:1, aumentan sensiblemente en
adulto farato al igual que se vio "in vitro“.

En cuanto a la capacidad de desaturacidn (139) se ha
visto que los homogenizados de larva desaturan y elongan
los sustratos marcados 10:0, 12:0, 14:0, 18:0, 18:1 y
18:2 de acuerdo con la longitud de su cadena, mientras
que es insignificante la elongagcidén y desaturacidn direc

ta de &cidos grasos de farato adulto; resultados que con
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cuerdan con los obtenidos "in vivo® tanto a partir de é&ci
dos grasos marcados como dg acetato. Los resultadoé obte-
nidos parecen indicar que la deshidrogenaciédn directa es

la via m&s importante de biosintesis de &cidos insatura-

dos en larva, no apareciendo como un caming ‘importante en
adulto farato.

l.1.5. BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS EN FRACCION MITOCON=-
DRIAL DEL INSECTO

Un estudio comparado de la incorporacién de acetato-
-140 por preparaciones mitocondriales de larva y adulto
farato (14)) indican que las segundas incorporan més ace-
tato marcado que las de larva, no siendo influida ninguna
de ellas por la.presencia de malénico.

Los &cidos grasos sintetizados son incorporados por
las preparaciones mitocondriales de larva en diferentes
clases de 1lipidos segfin un modelo diferente al mostrado
por los homogenizados totales de larva.

Las preparaciones mitocondriales de larva incorporan
adcidos grasos principalmente en fosfolipidos en claro
contraste con la incorporaciédn llevada a cabo por los ho-
mogenizados totales de larva en los cuales'lqs trigliceri
dos muestran los mis altos niveles. )

En cambio en adulto farato, los &cidos grasos sinteti-
zados tanto en homogenizado total, como en p#eparados mi-
tocondriales, 1lo son segfin el mismo modelo, ya que las
proporciones en las principales ‘clases de liéidos se man-
tienen casi exactas para ambos tipos de homogeneizados.

De los resultados anteriormente expuestos:parece dedu~-
cirse que los &cidos grasos de cadena larga deben origi-
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narse por mecanismos de elongacibén, debiendo existir ade-
més procesos de desaturacidn gue expliquen la presencia
de los Aacidos grasos insaturados.

Las notables diferencias existentes en la sintesis de
dcidos grasos en larva y en adulto farato parecen apuntar
que dicha biosintesis se produce en larva principalmente
por un mecanismo de biosintesis ®"de novo", siendo un mec:z
mismo de elongucidén mitocondrial el m&s importante en
adulto farato.

En larva el proceso de elongacidn-desaturacidn seria
posterior a dicha biosintesis "de novo®™ posiblemente a
través de un proceso microsomal, coordinado con el ant~-
rior.

En adulto farato la sintesis de &cidos grasos de ca? -
‘- na larga no estaria tan coordinada con los de cadena me-
dia como en el caso anterior, siendo la mitogondria la 1»
calizacibén fundamental de dicha sintesis de &cidos grac-s
en adulto farato.

Todas estas hindtesis abren una serie de lineas de ir
vestigacibdn para su confirmacién.

Dado que en larva el mecanismo de biosintesis "de novo"
aparece como el maximo responsable de la biosintesis de
acidos grasos parece interesante proceder al aislamiento
y caracterizacibédn de la ACIDO GRASO SINTETASA, enzima res

ponsable de dicha biosirtedis a partir de malonil~CoA.

l.2.1. ORGANIZACION MOLECULAR DE LA ACIDO GRASO SINTETASA

Se conoce con este nombre al sistema enzimético que ca
taliza la biosintesis denominada "de novo" de acidos gra-

s0s y que se produce a partir de malonil CoA, acetil CoA



y NADPH.
La reaccién global si consideramos la formacién de &ci

~

do palmitico seria:

CHS-CO—S-COA +7 I-IOO(.':-'GH2

+
ca3-(cna)14-coon +« 7 co2 + 14 NADP 4 8 COA=SH + 6 azo

La &cido graso siantetasa ha sido identificada y aisla-

~CO-§=COA + 14 NADPH + 14 H'e=2

da en una amplia serie de especies animales y vegetales
asi como de microorganismos, pudiendo aparecer en dos for
mas diferentes:

En el caso de bacterias como E. Coli, Clostridium Xluy
beri, Pseudomonas, B. Subtilis y vegetales como mesocarpo
de aguacate, cloroplastos deAlechuga y de espinaca (1-4,
42, 43, 97) se presenta como un conjunto de proteinas que
obtenidas por los métodos normales de purificécién no apa
recen asociadas, siendo cada una de ellas responsable de
alguna de las reacciones que veremos més adelante y que
en conjunto conducen a la biosintesis de un &cido graso.

Cuando se trata de levaduras, aves, mam4 fexros y algu-
nos microorganismos como M. Phlei (6-9, 31, 44, 45, 50)
la enzima ha sido aislada como un complejo multienziméti-
co que;ha resistido todos los intentos realizados hasta
el presénte para su disociacibén en cadenas polipéptidicas
que conserven alguna de las actividades parciales del com
plejo.

'No se descarta la posibilidad de que en el primer caso
se trate también de un complejomultienzim&tico,dado que uti
lzando técnicas de microscopia electrénica y;autoradiogrg
£ia (91) se ha visto que uno de sus componentes . (ACP)
estd localizado en la parte interior de la membrana plas-
matica de E. Coli, 1o cual podria representar el que "in



vivo" dicho sistema poseyera una organizacidén similar a
la .encontrada en tejidos animales o en levaduras.

'Bllo tendria un significado fisioldgico ya que facili-
taria la transferencia de grupos acilo, una vez sintetiza
dos. a los fPosfolipidos 1ntegrantes de 1la membrana.

El conjunto de reacciones que se producen para pasar
desde malonil Coa y acetil CoA al &cido graso han sido di
lucidadas por Vagelos en E. Coli, Lynen en levaduras (fig.
‘1) y Porter en higado de paloma (fig. 2), habiéndose com-
prdbado una gran analogifa entre todos ellos.

Reproducimos a continuacié4n el conjunto de reacciones
‘propias del sistema de E. Coli:

Acetll CoA-ACT,

Acetil CoA+ACP-SH > Acetil~-S~-ACP+C0OASH (I)
tranguc11a°a

Malonil COA+ACP-SH == balonil COA=ACE, .1 nj1-§~ACP+CoASH (IT)

transaC11asa

Acetil-S-ACP+Malonil-S-ACP £ —cetoacil ACE | ctoacetil-§-
sintetasa -ACP + CO_. +

| + ACP=SH 2
. (111)
Acetoacetil-S—-ACP + NADPH + HT w D(=) -hi-
~ reductasa droxibuti-
ril-5-ACP +
+ nappt
(1v)
D(-) hidroxibutiril-S-ACP‘PldrOXIbutégllng:>Crotonil-s-
~ dehidrasa ~ACP + 320
(v)

Crotonil-S—-ACP + NADPH + Ht EBQIL-ACP, o, iri1-s-acP+NaDP’

reductasa (V1)
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La anterior secuencia de reacciones se repite con suce
sivas adiciones de unidades de dos carbonos desde malo-
' nil-S-ACP hasta C,g 6 C g acil-S-ACP los cuales son deaci
lados para producir &cidos grasos libres.

. acil-S=ACP
acil=-S~-ACP + H,0 Ticesterasa Acido graso + ACP-SH (VII)

En la reaccién (I) el grupo acetilo se transfiere des-

de la CoA a un grupo SH de la ACP para formar acetil-ACP.
A continuacién este acético es transferido a una cisteina
de la enzima condensante (III) para formar un intermedio

acetil-enzima. Queda libre ACP que recibe un grupo malo-

nil por accidédn de la transacilasa a través de la reaccibén
(11).

A continuacién se produce la reaccién de condensacidn
(III) que da lugar a acetoacetil-ACP y co,.

El &cido acetilacético sufre a continuacién tres sucesi
vas reacciones de reducciédn, deshidrataciédn y nueva re-
duccidn, permaneciendo - a 1o largo de todas ellas unido
al ACP,

El producto obtenido es butiril-ACP el cual reacciona
de nuevo con la enzima condensante dando lugar a butiril-
-enzima, que puede a continuacién reacéionar con malonil-
-ACP, repitiéndose de nuevo las reacciones siguientes pa-
ra dar un &cido graso con dos &tomos més de carbono y asi
sucesivamente hasta terminar la reaccién que "in vitro®
da acidos’grasos libres, aunque "in vivo" es probable que
los acil-ACP formados reaccionen directamente con glice-~
rol=3=-fosfato y una aciltransferasa especifica de membra-
na para formar &cido lisofosfatidico que es el primer in-
termediario en la biosintesis de fosfolipidos (58).
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En levadura (fig. 1) Lynen (33,46) ha indicado la exis
tencia de dos tipos diferentes de grupos sulfhidrilo, uno
perteneciente a 4' fosfopanteteina que denomina grupo cen-
tral (C) y otro perteneciente a un residuo de cisteina
que llama periférico (P) y que se unen a acético y maléni
co respectivamente que han recibido de acetil CoA y malo-
nil CoA gracias a las respectivas transacilasas.

Ambos grupos acilo condensan para formar acetoacético

y liberar CO, lo cual al igual que ocurria en E. Coli es

seguido por ia reduccibdn, deshidratacibdn y reduccibdn de
diého acetato que permanece a 1o largo de todas estas
transformaciones unido covalentemente a la enzima y una
vez convertido en butirico vuelve a reacciones con otra
molécula de maldénico repitiéndose el ciclo visto en E. Co
<11 hasta la formacién del &cido graso de C, 6 C.sg princi
palmente.

El proceso termina con la transferencia de los acil~s
formados desde el grupo sulfhidrilo central a CoA que es
la forma en la que se liberan los &cidos grasos formados
en levadura.

Lynen propone que el grupo tidlico central estéa situa-
do en el centro cdel complejo formado por las subunidades
enziméticamente activas. Los restos acilo, que permanecen
unidos covalentemente a este grupo, van siendo modifica-
dos sucesivamente por los diferentes centros cataliticos.

Andlisis por rayos X de bajo &ngulo confirman la exis-
tencia de un espacio hueco en el interior del complejo
(84).

Por microscopia electrbdnica (83) se ha visualizado es-

te complejo de levadura que tiene forma ovalada con un



diémetro longitudinal de 250 A y una anchura de 210 A.

En higado de paloma (59) Porter propone un mecanismo
similar al de Lynen en el que ademés hace una serie de
consideraciones conformacionales con las que trata de ex-
plicar dicho mecanismo de biosintesis. Este cambio confor
macional se supone producido cuando el grupo acetilo se
transfiere de la acetiltransacilasa a la 4%“fosfopantete{-
na con 10 que se modificaria la interacciédn espacial en-
tre los tres sitios de unién de tal maneraque el grupo ma
1lénico podria ser asi transferido al grupo SH de 1a sinte
tasa, que antes ocupaba el éc&tico, reaccionando a conti-
nuacién con dicho acético. Esta conformacién se manten-
dria dﬁrante la adiciédn de otros 6 grupos malbénicos y al
liberarse el palmitico los tres sitios volverian a su or-
‘denamiento espacial inicial con lo que podria volver a
iniciarse 1a biosintesis de una molécula de &cido graso.

El papel que en E. Coli representaba la ACP (sobre la
que hablaremos con detenimiento m&s adelante) viene repre
sentado en la Acido Graso Sintetasa de animales y levadu-
ras por un grupo prostético de 4-fosfopanteteina unido co
valentemente a la enzima (9, 12, 44, 63, 64) y que se ha
visto que éc fia como receptor para la transacilacién de
acético y malénico desde las correspondientes?transacila-
sas. Esta 4-fosfopanteteina es quien proporcipna en el mo
delo de Lynen el grupo SH central. )

Dado que la levadura (5) contiene tres moles de 4-fosg-
fopanteteina por mol de enzima Lynen ha sugerido la posi=-
ble existencia de tres subcomplejos que con un peso mole~
cular de 700,000 contuvieran cada uno de ellos un juego
completo de enzimas.



Los sustratos utilizados por la enzima como se indicd
al principio son acetil-CoA y malonil=CoA, 16 cual no ex-
cluye el que en algunas especies se puedan utilizar otros
sustratos, como en el caso de levadura (47) que se puede
utilizar propionil-CoA dando 4cidos grasos de nfimero im-
par de &tomos de carbono pudiendo utilizar ademis otros
sustratos como acilCoA de 6, 8, 10, 12 6 14 &tomos de car
bono aunque con un rendimiento més bajo que si se tratara -
del derivado de CoA de dos &tomos de carbono.

En cuanto al nucledtido yeducido utiljzado en las dos
etapas de reduccibén, a diferencia de las aves y mamife-
ros que utilizan Gnicamente NADPH, en E. Coli (1,15) y
plantas (4) se utilizan NADPH y NADH.

Mas interesante es el caso de levadurps y Mycobaéte-
‘rium Plei (5,50) en 1los que se ha identificado FMN como
grupo prostético de la enzima participanio en la segunda
etapa de reduccién.

En levadura se supone de los datos experimentales obte
nidos la presencia de 4 (13) 6 5 (14) moles de este nu-
clebdtido por mol de complejo.

En cuanto a los prroductos de la reaccibédn varian seglin
la fuente enzimltica utilizada.

Las levaduras forman acil-CoA debido a la ausencia o
baja actividad de acil-CoA tioesterasa y a la existencia
de una acilCoA transacilasa en el complejo enzimdtico que
transfiere 1los productos finales palmitico o esteérico a
una CoA.

El principal producto suele ser &cido palmitico en
aves y animales (32,85) al igual que en plantas siendo el

segundo producto en importancia el &4cido esteé&rico, apa-
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reciendo ambos como &cidos grasos libres,

En E. Coli aparecen como productos principales &cido es
teirico y &cido vaccénico. E1 que no aparezca este iltimo
4&cido en las otras especies parece indicar la posible au-
sencia en todos ellos de una, y dehidrasa a diferencia de
E. Coli (49) en el cual ha sido identificada una g -hidro-
xidecanoil tiolester deshidrada especifica y que es respon
sable de 1la sintesis de dicho &cido vaccénico.

Acetil CoA —}— Malonil CoA

(cu cn - CHOH- CH -CO-S-ACP

TN

CH -( CH ) ~CH=CH=CH -CO-S-ACP CH -(ca 2)5'(:“ -éac-cozgf;

130 1 NADPH
CH,~(CH,) ;~CH=CH~(CH,) ,~CO~S-ACP o ,~(cH o) 5=CH ,=CH,=CH =
Palmitoleico l+02 -CQ~-S-ACP
CH,-(CH,) .~CH=CH=(CH,, ) ,~CO~S~ACP |
3 2’5 2°9 Palmitico

cis vaccénico

La composicibén en aminodcidos varia ampliamente de unas
especies a otras siendo las diferencias muy numerosas en-
tre levadura e hfigado de paloma, mientras que son muy pe-
quefias las existentes entre higado de rata e higado de pa=-
loma salvo en el nimero de residuos de cisteina, lo cual
confirma las diferencias estructurales entre estas espe-
cies enzimiticas no pudiendo deducir de ellos ningfin otro
tipo de informacién.

l.2.2. PROTEINA TRANSPORTADORA DE GRUPOS ACILOS
Dentro de las Acido Graso Sintetasas que, una vez ais-
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ladas, no presentan asociados sus componentes enzimdticos
se ha podido distinguir una proteina transportadora de
grupos acilo (acyl Carrier protein 6§ ACP) que dado su ba-
jo peso molecular (9,750 daltons en E. Coli) ha sido am-
pliamente caracterizada tanto en bacterias (2,42) como en
plantas (3,42)

Los intentos realizados para su identificacibén y poste
rior separacibén del complejo de Sintetasa cuando estad pre
sente como complejo multieﬂzimético fuertemente asociadn
solo han dado resultados parciales en levadura (11) donde
usando cloruro de guanidinio 3,5 M se ha aislado una pro-
teina de bajo peso molecular (16,000) que continene 4-fos
fopanteteina y cuya composicibn en aminoacidos es diferen
te a la del ACP 'de E. Coli y plantas no habiendo podido
- demostrarse su actuacién como ACP en el complejo multien-
zimdtico aunque se ha visto que al igual que en E. Coli
la 4-fosfopanteteina estd unida covalentemente a una seri
na de la apoproteina por medio de un enlace fosfodiester.

También en Acido Graso Sintetasa obtenida de higado de
perro (184) se ha obtenido por tratamiento con SDS una
proteina de peso molecular entre 9,000 y 13,500 y que con
tiene 4-fosfopanteteina suponiéndose que es analoga a la
ACP obtenida en los sistemas facilmente disociables.

E1l papel que juega este ACP en la biosintésis de &ci-
dos grasos se ha visto en el esquema de biosintesis atri-
buido por Vagelos a la Acido Graso Sintetasa de E. Coli.

La caracteristica mas significativa de todos los ACP
es la existencia de 4-fosfopanteteina como grupo prosté-

rico



co

Q9 OH
H|' CH. CH CH NH CH NH CH_
Pro- 6/ 2/ \/ &/ N/ \N/ 2/ \/ 2. i
° . Y o ¢ ©¢c0 ¢cH. d ¢&i SH
teina ; e’ ex 2 2 :
N 3 3 :
e mmm e e 20 Recmcmmm o caiaa

Los grupos acilo se unen al grupo SH final por un enla-
ce tioéster.

El ACP ha sido obtenido de E. Coli (60) aguacate, espi-
nacas, Arthrobacter (3,42) C. butiricum (61) M. phlei (62).

Todos ellos son ricos en residuos &cidos existiendo im-
portantes diferencias entre ellos pues aunque 1los ACP de
plantas y E. Coli son funcionalmente intercambiables los
productos obtenidos varfan de acuerdo con el ACP usado (42)
"ya que cuando se usa ACP de plantas en bacterias se obtie=-
nen &cidos grasos § -hidréximonoenoicos y p-hidroxisatura-
dos, mientras que'cuando el ACP bacteriano se usa en plan-
tas no ocurre modificacién de los &cidos grasos obtenidos.

En higado de rata se conoce la secuencia de aminoécidos
que rodea la serina que va unida a la 4-fosfopanteteina y
de ella tan solo los dos amino&cidos adyacentes coinciden
con los de la secuencia de E. Coli.

Cuando estos datos se comparan con la secuencia obteni-
da en el supuesto de ACP de levadura no existe similitud
alguna entre los aminodcidos adyacentes por 1o que hoy por
hoy no se pueden deducir conclusiones de estos resultados.

En los filtimos afios se ha realizado toda una serie de
estudios sobre el papel del ACP en la sintesis de &cidos
grasos desde el punto de vista de la relacifm estructura-
-funcién del ACP.



Usando ACP de E. Coli y utilizando técnicas de modifi-
cacién quimica y anflisis de los fragmentos obtenidos por
medio de digestiones proteoliticas, se puede destacar en-
tre otros importantes aspectos el papel fundamental cue
juega en el mantenimiento de la estructura del ACF su he-
xapéptido amino terminal (§6).

Los mis significativos avances de estos estudios han
sido posibles gracias a la sintesis de la apo-ACP (pénti=-
do 1-74) por el método de fase sblida de Merrifield (67).

La holo-ACP ha sido sintetizada enzimaticamente hacien
do reaccionar esta apo-ACP con CoA en presencia de holo-
-ACP sintetasa siendo el producto sintético asi obtenido
indistinguible del auténtico holo-ACP.

Se ha establecido en E. Coli (68-71) que la coenzima A
- es el precursor de la 4-fosfopanteteina realizéndose el
intercambio de ésta répidamente, siendo la velocidad de
intercambio unas 4 veces superior a la de formacibén del
ACP, por lo que esta velocidad de sintesis y no la de su-
ministro de 4-fosfopanteteina parece ser la etapa limitan
te.

La sintesis de holo-ACP a partir de apo-ACP y coenzima
A es catalizada por la holo-ACP sintetasa segQn la reac-
cibn:

2+

CoA + apo-ACP i—)&lOlO AClg + 3,5-adenosina dii}fgs-
ato

En E. Coli existe otra enzima llamada ACP hidrolasa que
cataliza la hidrb6lisis del ACP seg(in la siguiente reac-

cibn:
Mn2
holo=ACP » apo-ACP + 4-fosfopanteteina

esta 4-fosfopanteteina se convierte en coenzima A segin



la reaccibdn

ATP PPi ATP ADP
‘“fosfopanteteina — > "3 defosfo CoA —Z _35CoA

La existencia de estas dos enzimas no ha podido ser compro
bada en tejidos animales.

La velocidad de intercambio del grupo prostético ha si
do también estudiado en higado de rata habiéndose observa
do que es més r&pida que la del complejo total (t1/2'= 70
horas) en al menos un orden de magnitud. S

El intercambio cesa cuando el animal‘ayuﬁa durante un
periodo de 16 a 24 horas.por 1o que también en rata se le

atribuye una importancia reguladora.

1.2.3. ACIDO GRASO SINTETASA FACILMENTE DISOQGIABLE

Este caso se presenta, como ha quedado indicado, en
bacterias y vegetales. Los componentes del caomplejo han
podido ser obtenidos por separado y con un alto grado de
purificacién, 1o que ha permitido un detallado estudio
de cada uno de ellos, sobre el que a continuacién indica-
remos los detalles mas significativos.

l.2.3.1. Acetil CoA-ACP~transacilasa

Ha sido purificada unas 100 veces de E. Coli (19) y es
estimulada por compuestos tidlicos e inhibida por agentes
alquilantes (74). Esta inhibicién puede ser revertida por
ésteres de CoA., .

La enzima es altamente especifica para acetil CoA aun-
que también puede actuar con propionil-CoA, butiril-CoA,

hexanoil=CoA y octanoil-CoA.
!



Se ha propuesto que el intermediario acetil-enzima es
un tioéster ya que la enzima es inhibida por N-etilmalei-
mida y yodoacetamida, mientras que cuando se preincuba
con acetil-CoA esta inhibigibn por yodoacetamida decrece

en un 50%.

1.2.3.2. Malonil CoA-ACP-transacilasa

Ha sido purificada a homogeneidad de E. Coli (16,74).
Es inhibida cuando se incuba con compuestos tidlicos y es
especifica para tioésteres de malbénico (ACP, CoA, pante-
teina), Su peso molecular es de 36,500 y en la reaccién
estd implicado un resto de serina al que se une el maldni
co {54) ya que por digestién proteolitica y bosterior de-
‘ gradacién fue identificado un resto de malonil-O-serina.

l1.2.3.3. f-Cetoacil-ACP-sintetasa

También ha sido purificada a homogeneidad con un peso
molecular de 66,000 (75) habiéndose podido cristalizar.
Cuando se disocia con SDS o con cloruro de guanidinio da
lugar a subunidades inactivas de 34,000 daltons (76).

Se ha comprobado su especifidad para toda una serie
de sustratos que en el caso de los &cidos grasos satura-
dos va de C_ a C_. con una velocidad de reaccién bastan-

2 10

te alta, Cuando se usa 012 yC la velocidad es bastan-

14
te menor, no produciéndose la reacciédn cuando se usa co-
mo sustrato 016' ‘
Cuando los acidos grasos utilizados son insaturados,
la enzima es activa con cis-3~- decenoil ACP y cis-5-dode

cenoil-ACP con una actividad similar a la que se obtiene



cuando se usan acetil-ACP y decanoil-ACP.

Sin embargo ésta disminuye mucho para hexadecenoil-ACP
siendo el c¢is-ll-octadecenoil-ACP completamente inactivo.

Esta en@ima es inhibida por alquilacién pudiendo preve
nirse esta inhibicidén preincubando con acetil-ACP pero no
con malonil=ACP, lo que indica que es el acético el que
pPrimero se transfiere al grupo =SH de la enzima producién
dose después la condensaciédn con malonil-ACP (1) para dar
la aceto-acetil-S-4=fosfopanteteina.

La enzima es especifica para derivados de ACP y no tra
baja con derivados de CoA o de panteteina.

1.2.3.4., B=cetocil=ACP=~reductosa

Bsta enzima es independiente de NADPH. Aunque el sus-
‘trato es un p-cetoacil-ACP, los g-cetoaciltioésteres de
CoA y de panteteina pueden actuar también como sustratos
de la enzima, aunque actuando a velocidades més bajas
(19). Los productos que forma tienen la configuracién
D(=-) excluxivamente (17).

La enzima presenta una amplia especificidad con res-
pecto a la longitud de la cadena, pudiendo utilizar como
intermediarios f-cetoacil derivados desde c4 hasta 916
saturados (77) y los insaturados de la ruta de biosin-

tesis del &cido vaccénico (79).
|

l.2.3.5. e-phidroxiacil-ACP-dehidrasa

Esta enzima que cataliza la deghidratagién de }os
D(~-)B-hidroxiacil-ACP tioésteres para formar trans-2-
-enoil-ACP tioésteres es esbecifica para este sustrato y



no metaboliza derivados de coenzima A o de panteteina
siendo ademis la reaccibén estereoespecifica, dado que no
es capaz de deshidratar el isomero L(+).

Como sustrato puede utilizar tanto los intermediarios
de la sintesis de 4cidos grasos saturados como 1los que
conducen a una sintesis de vaccénico (78). El1 sustrato

utilizado puede ir desde C, a C16 pero existe una dismi-

nucién de actividad cuando4se trata del p-hidroxidecanoil-
-ACP debido a que éste es un intermediario comfin en las
rutas de biosintesis de &cidos grasos saturados y no sa-
turados. En esta segunda ruta existe otra enzima, la
p-hidroxidecanoil tioéster dehidrasa (80) que forma cis-
;B-decenoil-ACP y para la que el sustrato especifico es
el B-hidroxidecanoil ACP por 1o que compite en su utiliza
‘cién con la ﬁ-hidroxiacil-ACP-dehidrasa que compite en su
utilizacién con la f-hidroxiacil-ACP-dehidrasa la cual da
trans-2-decenoil—ACf. Ambas dehidrasas se encuentran en
E. Coli en cantidades muy similares poseyendo unos KM may

parecides.

l1.2.3.6. Enoil=ACP-reductasa

Ha sido purificada de E. Coli unas 250 veces. Existen
2, una dependiente de NADPH y otra dependiente de NADH
(15). La primera tiene su mlxima actividad con C4 Y Cg
mientras que la segunda tiene una especificidad mas am-
plia y aunque su actividad es baja para crotonil-ACP es
mucho mayor para los derivados de longitud de cadena mas
larga. Otra diferencia entre las dos es que la dependien

te de NADPH reduge s0l0 los derivados de ACP mientras



que la dependiente de NADH puede ﬁtilizar también deriva
dos de coenzima A aunque las mayores actividades se pro-
ducen siempre con 1los acil-ACP.

l.2.3.7. Palmitil-ACP=-tioesterasa

Cataliza la hidrélisis de los tioésteres que los &ci-
dos grasos de cadena larga forman con el ACP para dar
&cidos grasos 1libres.

La enzima ha sido purificada unas 200 veces en E. Co-
1i (25) dando un peso molecular de 22,000.

Su méxima actividad fue observada con palmitico, pal-
mitoleico y cis-vaccénico dando los correspondientes &ci
dos grasos libres, |
. Estos resultados obtenidos "in vitro" no parecen co-
rresponderse con los de "iﬂ vivo® ya que parece ser que
los &cidos grasos son transferidos directamente desde su
forma de Acil-ACP a los fosfolipidos (58).

l.2.4. COMPLRJOS MULTIENZIMATICOS

A diferencia del caso de E. Coli y vegetales, tarito
en levadura como en animales la enzima aparece fuertemen
te asociadi después del proceso de aislamiento y purifi-
cacién, no habiendo sido posible el aislamientorge las
enzimas responsables de cada una de las etapas de biosin
tesis de &cidos grasos por lo que para su estudio par-
cial ha sido necesario trabajar con el complejo multien-
zim&tico en conjunto y utilizar sustratos modelo para el
estudio de cada una de dichas reacciones parQialcs. '
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l.2.4.1., Transacilaciones

Tanto en levadura (5) como en higado de paloma (18)
han sido identificadas dos subunidades diferentes, respon
sables de la transacilacidn de acético y de malbénico des-
de Acetil-CoA y malonil-CoA respectivamente.

También se ha podido comprobar que ambas enzimas no se
unen al sustrato por grupos SH ya que por un lado los agen
tes alquilantes tienen un bajo efecto-sobre su actividad
y por otro lado los sitios responsables de estas reaccio-
nes parecen haber sido identificados como grupos OH de se
rina o treonina (5,18,81).

Las transacilasas pasan estos restos acilo a la 4'-fos-
fopanteteina 1o cual ha sido demostrado en higado de palo
~ma mediante el bloqueo de la cisteina con iodoacetamida.
En esas condiciones puede verse que el grupo acetilo va
tanto al grupo hidroxilo como al grupo SH de la 4-fosfo-
panteteina cosa que tanbién ocurre cuando el complejo de
hfigado de paloma se disocia a baja fuerza ibénica (21).

Dicha transacilacién de acético o de malbdnico a la 4-
-fosfopanteteina podria venir controlada por las concen-—
traciones relativas de ambos, quizés a través de un cam-
bio en la capacidad de unién a la enzima debido posible-
mente a algin cambio conformacional.

La especificidad por el sustrato de las transacilasas
es bastante similar para todos los sistemas enziméticos
estudiados. La acetil-CoA puede ser reemplazada por homd
logos de mayor longitud de cadena o por acetil-panteteina
pero siempre a velocidaces m&s lentas gque aquélla.

An&logamente la malonil-CoA puede ser sustituida por

malonil-panteteina.



Un caso a destacar es que las acetil y malonil transa-
cilasas de higado de rata act@ian a mayor velocidad a 02C
que cuando la reaccibn total se realiza a 3082C (9).

l.2.4.2. Reaccidn de condensacidn

En ella se produce la udién del acético con malénico
para dar acetoacetil-panteteina y 002 a través de un meca
nismo de reaccibébn andlogo al que ya se vio en E. Coli. Es
to ha sido comprobado en lévadura (5) y en higado de palo
ma (22) existiendo un componente del complejo responsable
de esta reaccién que es la denominada f-cetoacil sinteta-
sa 0 enzima condensante que participa en l1la reacciédn con
un grupo SH de cisteina, el cual es mucho m&s susceptible
a la autooxidacién que la 4-fosfopanteteina o el ACP (21,
. 23). Esta enzima puede ser la inhibida por iodoacetamida,
inhibicién que puede ser prevenida o disminuida poxr prein
cubacién con Acetil-CoA o sus homblogos (22).

Lynen (82) ha propuesto el siguiente mecanismo pafa la

reaccibdn de condensaciédn en levadura:
0

. o
Ls-& cur -CH,
°=? H8- + CO,

En glé@dulé mamaria‘de conejo (6), en higado de paloma
y de rata y en levadura (158), en ausencia de NADPH (sus-
trato de la siguiente reaccién) el acetoacetato formado
se transforma en la lactona del fcido triacético.
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1.2.4.3. Primera reduccibdn, deshidrataciédn y segqunda re-

duccibn

Estas actividades han sido también identificadas en
vadura (5) y en higado de paloma (21) utilizando como -
tratos modelo aciltioésteres de N-acetilcisteamina.

E1l NADPH es el agente reductor que usan los complej s
multienzimdticos de Acido Graso Sintetasa salvo en los ¢
sos de levadura y .Micobacterium phlei donde ademés del
NADPH son necesarios FMN y NADH y de Euglena gracilis que
también usa NADH junto con el NADPH.

Se ha comprobado en Micobacterium phlei (169) que el
NADPH actfia con 1a‘P-cetoacil reductasa mientras que el
NADH es utilizado en lax -f-enoil reduccibédn en conexibn
.con el FMN.

Ha sido establecido {32) que un ién hidruro es transfe
rido desde la posicién 4 del anillo de pirimidina del
NADPH al carbono p del acilo en cada una de las reaccio-
nes de reduccibén. Un protdén del agua es tomado por el car
bono « en la segunda reduccién.

Usando NADPH tritiado se ha comprobado que las dos eta
pas reductoras proceden estereoespecificamente (34,35) en
hfigado de rata y devpaloma y en levadura.

Con respecto al nGmero de posibles sitios de unién del
NADPH a la enzima se ha identificado en higado de pollo 4
sitios de unibn no interaccionaates con un Kd de 0.3 M,
los cuales por tratamiento con maleato potésico o por did
lisis frente a fosfato potésico 5 mM quedan reducidos a
2.5=3 1o cual indica la existencia de centros de unién pa

ra NADPH con diferentes caracterfisticas de estabilidad.
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En higado de paloma (30) hay dos sitios para NADPH in
dependientes entre si{ y equivalentes en cuanto a su actua

cibn, conun x, = 8 pM en tampbén fosfato potésico 0,2 M a

PH 7.0, y que g concentraciones 0.1 M 6 inferiores de tam
pbén pasa a exhibir 3 sitios equivalentes con un Id = 3.5
JM. Este n2 de sitios seria 4 si en lugar de otorgar al
complejo un peso molecular de 450,000 (8) se le diera el
que inicialmente se considerd de 540,000 (32).

En hfgado de rata (30) también se han visto dos pares
de sitios con diferentes afinidades incluso a alta fuerza

iénica con dos X, con unos valores aproximados de 1 y 50

M en buffer fosgato 0.2 M a pH 7.0, aunque si se baja la
concentracién del tampén por debajo de 0.1 M las diferen=-
cias entre los dos :d no son ya significativas.

La existencia de estos cuatro sitios de unién con 1a
participacién de solo dos deshidrogenasas podria explicar
se suponiendo que cada subunidad del complejo tenga un
juego completo de las enzimas que lo constituyen, pero en
contra de esta hipdtesis est& el que tanto el higado de
paloma como el de rata (9,12) contienen solo un mol de
'-fogfopanteteina por mol del complejo.

Otra posible explicacién de que existiendo estos cua=~
tro sitios actfien solo dos podria ser el que la sintesis
de &cidos grasos es bptima por encima de una concentra=-
cibén de tampbédn fosfato superior a 0.2 M mientras que las
mayores afinidades y presencia de sitios para NADPH se
producen a concentracién de tampbédn més baja, 1o que po-
dria indicar que solo parte de los sitios de unién son

operativos en la sintesis de dcidos grasos.
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" 1e2¢4.4. Terminacibébn de cadena

Ha sido ya indicado que salvo en levadura, Penicillium
patulum y Euglena gracilis, organismos en los que "in vi-
tro" se forma acil-CoA, el que en el resto de los comple-
jos multienzimdticos se formen &cidos grasos libres es de
bido a la presencia de tioésterasas que en el caso de hi-
gado ce paloma (22) y de rata (9) son altamente especifi-
cas para tioésteres de coenzima A de C16 Y Cg

En cuanto a la longitud de cadena final se supone que
Puede ser controlada por competicién entre la reaccibédn de
condensacidén y la de transacilacié4n del producto final

(48,144,145).

l.2.4.5. Disociacibén y reasociacibdn del complejo

La &cido graso sintetasa de levadura no ha podido ser
disociada en subunidadeset) activas. La disociacién en
presencia de desoxicolato 0.2 M o0 urea 6 M da lugar a una
serie de cadenas polipeptidicas de peso molecular 110,000
(46).

Se han encontrato siete' aminoicidos N-terminal diferen
tes.

Una disociacién menos dréstica se ha logrado por conge
lacién y descongelacién reﬁetida del complejo en Nacl o
Licl 1 M. E1l producto de esta disociacibn parcial tiene
un peso molecular entre doscientos y doscientos cincuenta
mil y fue inactivo para la sintesis de acidos grasos.

(>¢) Bntendiendo por subunidad una parte del complejo que

conserve la actividad catalitica de éste.



La reasociacién del complejo a su forma activa se pue
de lograr disminuyendo la fuerza iénica (48) o aumentan-
do la concentracién de protefna (38). Al disociarse pre-
senta un incremento en el nfimero de grupas SH probablemeg
te como resultado de'un aumento de los grupos que se ex=
ponen hacia el disolvente.

Tampoco la &cido graso sintetasa de animales ha sido
disociada en subunidadeﬁ.activas, aunque se haya logrado
disociar el complejo de higado de paloma (37), rata (9)
y pollo (29) en subcomplejos(*’ de peso molecular mitad,
siendo en paloma donde mis se ha estudiado este proceso
por ser en esta especie donde mas fécilmente se presenta
esta circunstancia. ,

La disociacién se puede producir por conservacién en
- 2=mercapto etanol (envejecimiento), reaccibdn con sulfuro
de carboximetilo o exposicién a bajas fuerzas :ibnicas,
alto pH o baja temperatura. Por otro lado la estabili-
dad aumenta por iones fosfato (39), fructosa~l, 6-difos
fato (86) y NADPH (87). El1 mecanismo del proceso de di-
sociacidén no es afin bien conocido.

La disociacién puede ocurrir sin oxidacibén de grupos
SH y la inactivacién por oxidacién de grupos SH puede
ocurrir sin disociacién (88,39). Tampoco son bien'cono-
cidas las -contribuciones que tanto sobre la conforma=-
cién del complejo en su forma activa como sobre el equi-
librio de asociaciénfdisociacibn puedan ejercer las ine~
teraciones hidrofébicas y electrostéticas. Aunque se ha
visto que la velocidad de inactivacién mas baja de la

:G*)'Bntendiendo por subcomplejo una parte del complejo
que no conserva la actividad total de éste.
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enzima se produce en 18 y 252, lo que podria significar
una contribucibn de las interaciones hidrofébicas en el
mantenimiento de la integridad estructural del complejo.
Por otro lado, no parece que dicha estabilidad dependa
de atracciones electrostaticas entre las cadenas polipep
tidicas ya que tales uniones se debilitan por elevadas
concentraciones de electrolitos, cuando en realidad el
complejo es mis estable en estas condiciones (39).

Los subcomplejos de peso molecular mitad obtenidos en
la disociacibén de la 4cido graso sintetasa de higado de
paloma (21) a baja fuerza ibnica cataliza las mismas
reacciones que la proteina-.intacta excepto la reaccibdn
de condensacibédn ya que son incapaces de transferir el
grupo acetilo a la cistefna, hecho que también se ha vis
‘to ocurre en levadura (14).

Bsta pérdida de actividad de la enzima condensante en
higado de paloma ha sido atribufda a alteraciones en 1la
interaccidén entre 1los sitio; de ¢L£os£opantetéina y cis
teina 1o que impediria la transferencia desde la prime-
ra a la segunda (39). ,

Las dos mitades no parecen ser jguales pues los datos
obtenidos en higado de pollﬁ (88) parecen indicar que
los subcomplejos, aunque de un tamafio casi idéntico, son
bastante diferentes en carga neta.

Usando Sepharosa activada con £ -aminocaproilpantetei
na se han separado las dos subunidades de Acido Graso
Sintetasa de hfigado de paloma (168) una que contiene 1la
4-fosfopanteteina y la actividad de B -cetoaciltioéster -
reductasa y otra que contiene la actividad de acetil-CoA

transacilasa. La recombinacién de ambas subunidades puri
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ficadas produce el complejo activo.

La disociacién antes descrita es reversible mientras
que la irreversible ocurre después del tratamiento con
maleico (36) o detergentes como palmitil-CoA & SDS (36,
89). La &cido graso sintetasa de higado de paloma fue tam
bién disociada por tratamiento con fenol-4cido acético-
-urea (8) y sometida a electroforesis en geles de polia=-
crilamida en el sistema de &cido acético de Takayama y
col. (90) habiéndose visualizado 8 bandas. Por otro lado
el andlisis de los grupos N-terminales di6 al menos cinco
DNP-aminoécidos (8). |

En preparaciones de higado de paloma a alta concentra-
cién de tampbdn con DTT 10 mM (37) se puede reasociar el
complejo siendo absolutamente necesaria la presencia de
‘DTT si la asociacibén se produjo en presencia de p-mercap-
to etanol lo cual est& de acuerdo con la pérdida observa-
da de 5 § 6 grupos SH en 1os subcomplejos (37).

A partir de higado de rata (27) parece haberse obteni-
do dos péptidos con actividades de acetil y ﬁalonil-coA
transacilasa. |

La enzima puede perder actividad lentamente por “enve-
jecimiento” (31,36), lo cual ha sido atribuido a la oxida
cién de grupos SH.

La estabilidad del complejo de higado de paloma. aumen-
ta por conservacibn a =102C en presencia de QTT 10 mM a
PH 7. Sin embargo, la estabilidad de las preparaciones de
higado de rata requiere una concentracién de tampbén fosfa
to bastante mds alta (0.5 M) mientras que la de higado de
Pollo ha sido estabilizada (7) en presencia de glicerol al
20%.



l1.2.4.6. Etapa limitante de la velocidad de sintesis de

&cidos grasos

De acuerdo con los resultados obtenidos en E, Coli
(16,23) parece ser que la transacilacibédn del acético es
la etapa limitante del proceso de biosintesis de &cidos
grasos dado que los acilCoA derivados de 02 a C8 se con-
vierten en &cidos grasos a velocidades que disminuyen se
gin va aumentando la longitud de la cadena carbonada,
siendo esta velocidad de disminucidén paralela a la de
transacilacién del ACP. Adem&s la velocidad de actuacidén
de la acetil CoA-ACP-transacilasa es junto con la de desa
cilacién de ACP la mas 1enta de todas las reacciones de
la sintesis de &cidos grasos por 1o que tampoco puede
_ descartarse que fuera esta filtima reaccién la etapa limi
tante. Una iltima posibiliéad de regulacidén podria ser
que las actividades enzimldticas se alteren en el posible
complejo multienzimético existente "in vivo".

Los intentos de reconocimiento de la etapa limjitante
en levadura, aves y mamiferos han conducido en levadura
a la suposicibén (5,13) de que la etapa limitante es la
reaccién de condensacién pero los datos poseidos hasta
el nomento son insuficientes.

En higado de paloma (21) se observa que al disociarse
la sintetisa en dos mitades iguales solo la reaccién de
condensacién y la sintesis total de &cidos grasos se eli
minan en los subcomplejos siendg la xm aparente de las
otras reacciones similar en el complejo y en las subuni-
- dades. La ausencia de condensaciédn es debida a que no se
produce la transferencia del grupo acetilo a la cisteina



- por lo que ésta podria ser la etapa limitante, aunque en
principio también podria serlo la desacilacién de palmi-
toil CoA cuya velocidad en higado de paloma es muy simi-
lar a la de sintesis de &cidos grasos., Pc - msto no ocu=
rre en rata (28) donde esta enzima actfia con una veloci-
dad 5 veces mayor que la de sintesis total de &cidos gra
sos. Todas estas observaciones conducen a considerar la
condensacién como la etapa limitante.

Cuando se estudib esta disociacién en higado de pollo
(88) pudo verse la disociacién del complejo (123) en gii
cocola-Tris a baja fuerza ibnica y pH 8.3 dando dos sub-
complejos (8S) del mismo tamafio y diferente darga neta,
Existiendo varias formas moleculares interconvertibles
por alteraciones de pH, fuerza ibénica y grupqs tiblicos
"cuyo esquema de reaccién puede verse en la fggura sim

guiente:
«DTT
Ajss Liss
J lpnn ,xro] [pnu
8+8, =D = gs8?
(35) T IDTT as)’

El que la disociacién del complejo tenga lugar bajo
condiciones de elevado pH y baja fuerza ibnica (favorecg
doras de la repulsibn en la molécula negativamente carga
da) parece implicar el que las interacciones iénicas Juz
gan un papel importante en la uﬂibn de los subcomplejos.
pudiendo dar lugar la oxidacidén de los grupos tiblicos a
cambios conformacionales responsables de la disminucibén



de la capacidad de los subcomplejos oxidados para la re-
construccién de éste.

El equilibrio asociacibn-disociacién bajo la influen-
cia de diferentes factores se ha visto también en gléndu
la mamaria de rata lactante (112) que presenta la propie
dad de ser‘un‘complejo multienzimitico 1abil al frio,
propiedad que exhibe también en el complejo de higado de

rata. Estos hechos se resumen en el siguiente esquema:

-=Tiol
Ass . -~ Lias
+Tiol
+Tiol | ~Tiol
frio] Jcalor frio +calor
a -Tiol L
" ) §
98 S +Tiol 8

En este caso la disociacibén no implica oxidacién de

grupos SH de la proteina.

l.2.4.7. Control de la actividad del complejo Acido Gra-

so Sintetasa

Los estudios realizados "in vivo"™ con animales pare-
cen indicar la existencia de cambios notables en la sin-
tesis de &cidos grasos sintetizados "de novo" en diferen
tes estados nutricionales y de desarrollo del animal.

En los estudios realizados en rata y ratbébn (92,93,94)
se ve un gran aumento de la biosintesis cuando los anima
les son alimentados con una dieta libre de grasas y una
notable disminucién en ayuno o con una dieta rica en gra

sa.
También se han apreciado cambios de actividad de 1la

Sintetasa durante el desarrollo del higado y cerebro de
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rata (165), higado de rata y ratén (96,95,165) e higado
de pollo (166).

La actividad de la enzima aumenta extraordinariamente
en higado después del destete de la rata o del ratbn o de
la eclosibédn del pollo al pasar de una alimentacién rica
en grasa (leche materna en el caso de los mamiferos) a
otra de bajo contenido en grasa.

En cerebro la mixima actividad ocurre al final de 1la
vida fetal y la actividad especifica va disminuyendo a me
dida que el aminal va progresando en su vida adulta lo
que implicé una regulaciédn diferente que en higado.

otro tipo de experimentos realizados "in vivo" para co
nocer la posible regulacién de la écido graso sintetasa
son los realiza&os sobre la velocidad de sintesis y degra
" dacién de la enzima.

La cantidad de enzima presente en higado de paloma y
rata estd correlacionada con la actividad enzimitica obte
nida (107,108,109).

Cuando se observa la variacién que exhihe la actividad
enzimitica frente a una alimentacibn rica en grasa a ra-
tas previamente ayunadas, se ve que aquélla aumenta como
resultado de un proceso de sintesis adaptati%a de la enzi
ma, lo cual se comprueba por la supresidén de esta sinte-
sis en presencia de inhibidores de la sintesis de protei-
nas (107,111). -

En condiciones,de ayuno la velocidad de degradacibén au
menta (109) hasta alcanzar a las 48 horas un‘estado esta=-
cionario.

Parece ser que bajo las condiciones de estado estacio-
nario 1os niveles de Acido Graso 8intetasa hepdtica son



regulados primariamente por la velocidad de sintesis enzi
mética mds que por la velocidad de degradacibdn (109.111)
la cual puede jugar un papei en el control de la enzima
durante periodos de transicién de un estado estacionario
a otro tal como pudiera ser el de ayuno. ‘

Variaciones en la eficiencia del intercambio de la
“fosfopanteteina entre coeﬁzima A y Acido Graso Sinteta-
sa se producen en higado pero mo en cerebro de rata. Un
aumento en el intercambio se origina durante una alimenta
cién libre de grasas y una disminucidédn durante el ayuno.
También se ha visto por métodos inmunoldgicos que cambios
en el contenido enzim&tico (161) inciden sobre la activi-
dad enzimética.

En tejidos aﬁimales se han hecho investigaciones sobre
‘la posibilidad de regulacibdn por hormonas del tiroides,
adrenales y por insulina asi como por niveles de AMPc
(95,97,98,99) y aunque se ha obtenido toda una serie de
resultados sugestivos no puede decirse que se conozca su
posible mecanismo de actuacibdn sobre la sintetasa.

La posible regulacibén alostérica de la sintetasa ha si
do ampliamente postulada.

En presencia de azficares fosforilados, en especial
fructosa-1,6-difosfato se ha observado una estimulacidn
de la sintetasa tanto en higado de pollo como en E. coli
(100,101) la cual se supone ocurre por eliminacibén de la
inhibicién de la enzima por exceso de Malonil-CoA, debido
a un cambio conformacional. Estos resultados, que no pare
cen tener significado en condiciones de experimentacibdn
fisiolbgicas no han podido ser tampoco confirmados en la

enzima purificada de higado de ratbdn o de paloma (30,59).
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=~ Pambién se ha postulado la pesibilidad de una retroin-
‘hibicién por palmitoil CoA que es: el producto final de la
reaccibn. Esta inhibicién fue vista en levadura (102), hi
gado de paloma (89) y de rata (103) y de qerebro-de rata
- (104) lo cual podria relacionarse con el que en condicio-
nes de ayuno o dieta rica en grasa, en las cuales la acti
vidad de Acido Graso Sintetasa era baja 1os niveles de
acil-CoA aparecen elevados notablemente (103,105).

- Esta inhibicién en el caso de levadura es competitiva
. con respecto a malonil-CoA, siendo disminuida en presen-
cia de albfimina de suero. ,

<. Bl hechp de que el centro activo de ambas transferasas
tenga los mismos aminofcidos ha hecho suponer que malénie:
co y: palmitico son transferidos por la misma enzima, lo

" cual podria explicar la competencia entre malonil-CoA y
palmitoil-CoA (146). En contra de esta hipbtesis esté el
hecho de qhe esta competencia puede ser por el grupo tid-
lico del complejo en vez de por el centro activo de la
transferasa (47).

En el caso de higado de paloma (89) la inhibicién de-
pende de la razbn molar de palmitoil-CoA a proteina lo
que sugiere que la actuaciédn de la palmitoil CoA ocurre
a modo de detergente y no como inhibidor especifico ya
que la inhibicibén irreversible que se produce es similar
ala prod@cida por el dodecil sulfato sédico;

La palmitoil-CoA es también un potente inhibidor de la
Acido Graso Sintetasa de Corynobacterium diphteriae sien-
do esta inhibicién revertiéa por polisacéridos. Esta inhi
bicién se produce también a nivel de malonil transacilasa
(143).



<4 56 -

1.3. ESPECIES EN QUE HA SIDO IDENTIFICADA LA ACIDO, GRASO
SINTETASA |

A lo largo de la presente introducciédn ha quedado pues
to de manifiesto el aislamiento de la Acido Graso Sinteta
sa de toda una serie de organismos. |

El que hasta el momento actual solo se haya realizado
un estudio profundo de un}poqueﬁo niimero de estas entida-
des, junto con el que las especies en las que han sido
identificadas no sea un nfimero 1o suficientemente amplio,
ha impedido la realizacién de cualquier tipo de estudio
de la variacién de sus propiedades a 1o largo de la evolu
cibn.

Sin embargo si han podido apreciarse algunas diferen-
- cias entre 1los sistemas multienzimiticos hasta el presen
te aislados, la m&s importante de las cuales es que una
vez realizado el proceso de aislamiento el sistema apare-
ce fuertemente asociado como complejo multienziméitico
(hongos, levaduras, animales y algunas bacterias) o diso~
ciada en cada uno de 1los componentes del agrpgado multien
zimético (vegetales y bacterias).

l.3.1. ACIDO GRASO SINTETASA DE VEGETALES

En todos los vegetales hasta el presente estudiados,
patata, mesocarpo de aguacate, cloroplastos de lechuga y
espinacas:(3.4,42.43) ha aparecido la Sintetasa como un
conjunto de enzimas separadas, sobre las cuales se han
realizado toda una serie de estudios parciales. Los &ci-
dos grasos sintetizados son principalmente palmitico:.y es
tedrico, utilizando como sustratos acetil-ACP y malonil-
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=ACP. y como agentes reductores NADH y NADPH. - Coa
A A T O O T T T
343,24 ACIDO GRASO-SINTETASA DB: BACTEREAS < : . ' o - oo

C‘A’W

b g1'sisteria’ mis ‘eXtendidc en“bidterias de sintesid &
4éillos frasos es €1 ‘disoéiado que ha sido identificado en
Clostridium Kluyveri, Pseudomomas, Bacilus subtilis y E.
coli (1,2,40). Este filtimo ‘es el caso de Acido Graso Sin-
tetasa disociada m&s estudiada hasta el presente como ya
se vio anteriormente.

Todas ellas usan como agentes reductores NADH y NADPH
sintetizando una amplia variedad de &cidos grasos en fun-
cién de 1a especie considerada. E. coli produce principal
mente &cides vaccénico y esteérico, aunque también produ-
Cce @ =hidroxifcidos entre C 10 ¥ Cya°

B. subtilis (40) es un caso especial debido a que pro=
duce principalmente 015 y 017 ramificados con un metilo
en posicién iso o anteiso con respecto al metilo final.
Esto parece ser debido a que el sustrato utilizado por eg
ta enzima parece no ser acetil-CoA sino los acil derivae.
dOS‘ramifigados 2 metil-butanoil~CoA, isobutiril-CoA e
isovalerileCoA los cuales tienen un cierto significado me
tabbdlico ya que son intermediarios en la degradacién de
isoleucinavalina y leucina respectivamente.

La Acidp Graso Sintetasa ha sido también aislada como
complejo multienzimltico de Corynobacterium diphtheriae
(167) cuyo peso molecular esti entre 2.5 x 10° y 3.0 x 10%
sintetizando principalmente 4cido palmitico y requiriendo
como nuclebtidos reducidos 'NADH y NADPH.

También a partir de Micobacterium phlei ha sido aisla-
da en forma de complejo multienzimético con ﬁn peso mole-
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-gular de 1.7 x 106, habiéndose identificado 4-fosfopante~

teina y observado su disociacién en tampones de baja fuer
za ibénica (menor a 0.1 M) debido.probablemente a la frag-
mentacién del complejo en unidades de peso molecular més
pequefio (50). Una caracteristica que diferencia este com-
plejo de los aislados de ofras especies es que sintetiza
&cidos grasos de nfinero par de &tomos de carbono entre
614 y 026 pudiendo variar la proporcién relativa de los
més cortos (c14 a
aC_,, con o sin cambios de la actividad total de la sinte

24
tasa. Dichos &cidos grasos aparecen como acil-CoA.

018) con respecto a los mis largos c20

“En presencia de una serie de polisacéridos MMP (3-o-me
til manosa) y NGLP (6—-0-metil Qtucosa) aumenta la propor-
'ci6h‘de los de cadena corta frente a los de cadena larga.
' Los monbmeros de estos dos polisacéridos junto con manosa
aparecen asociados a la enzima a 1o largo de su aislamien
to. Todos ellos forman parte de la pared bacteriana y su
accidédn reguladora se supone a nivel de 1la fo?macibn de un
complejo con palmitoil-CoA por 1o que la transacilasa con
afinidad mé&xima para 016 competiria con otra con afinidad
hacia 024 y se produciria m&s proporcién de c16 que ante-
riormente.

ReQuiere FMN para la segunda reduccidn acoplado con
NADH, mientras que en la primera reduccidn participa
NADFPH. | '

Esta enzima es también capaz de elongar octanoil-CoA,
estearil-CoA y palmitoil-~CoA.

Una segunda Acido Graso Sintetasa ha sido aislada de
este organismo cor un peso molecular 250,000 cuya activi-
dad depende de la adicién de ACP, el cual es facilmente



aislable de los extractos crudos con un peso molecular de
10,450 y posee propiedades similares a las de otras fuen-
tes bacterianas. Esta enzima usa solo palmitoil-CoA o es=-
tearil-CoA pero no acetil-=CoA como sustrato y podria ser

el resultado‘de la disodiatién de la primera.

1.3.3. ACIDO GRASO SINTETASA DE HONGOS Y LEVAbURAS

Los estudios realizados con hongos han conducido a la
identificacién de la Acido Graso Sintetasa como complejo
multienzimftico de peso molecular 2.6 x 10% daltons a par
tir de Penicillium patulum (183) y a otro complejo multi-
enzim&tico de Pythium debaryanum (182) que tiene un peso
moleculer de un orden de 4 x 106. requiriendo para su ac-~
‘tuacién acetil-CoA, malonil-CoA y NADPH y no siendo depen
diente de ACP para su actividad. Produce 014 y 015 tanto
libres como esterificados. 8i se trata con detergentes o
enzimas proteoliticas no se disocia en subunidades acti-
vas. Puede usar también como sustrato propionil-CoA pero
no butiril-CoA.

Uno de los complejos de Acido Graso Sintetasa de los
que més conocimiento se posee en la actualidad es el obte
nido de leyadura de panaderia (33,46); este complejo tie-.
ne un peso molecular de 2.3 x 108 y se ha postulado su es
tructuracifn a base de tres conjuntos funaionales idénti-
cos dado que se ha observado la presencia de 3 moles de

fosfopanteteina por mol de enzima. De este complejo se
ha aislado una proteina de peso molecular 16,000 por tra=-
tamiento con cloruro de guanidinio y se supone se trata
del correspondiente ACP., Otro dato caracteri#tico de este
sistema es la participacién de FMN en la segunda reduc-~



cibn.

Desde el punto de vista genético se conoce que el com-
plejo multienzimético viene codificado-por dos loci dis=
tintos que no estén unidos entre si en el genoma; cada
uno de dichos loci codifica més de una de las enzimas com
ponentes del complejo (170), teniéndose conocimiento en
el momento actual de la localizacién de las siguientes en

zimas:
A FAS 2 . ____FAS 1 :
L.pceto reductasa | L-Deshidratasa
L— enzima condensante Enoil reductasa

ACP

El posterior estudio (171,172) de la composicién en
subunidades de ia Acido Graso Sintetasa ha sugerido que
" los dos loci sean capaces de codificar cadenas polipepti
dicas multifuncionales y no 1los componentes enziméticos
individuales del complejo.

1.3.4. ACIDO GRASO SINTETASA DE FITOFLAGELADOS

Se ha visto que en el caso de Chlamydomomas reinhardi
la Acido éraso Sintetasa es dependiente de ACP poseyendo
también un sistema de elongacién dependiente de palmi-
toil CoA; en este alga los ribosomas de los cloroplastos
parecen ser 1os responsables de la biosintesis de la en~
zima. |

Un especial interés ofrece el caso de Euglena gracie-
1lis (55) por tratarse de un fitéflagelado unicelular que
tiene caracteristicas potenciales animales y vegetales
dado que cuando crece a la luz se forman cloroplastos,
cosa que no ocurre cuando el crecimiento del microorga-



nismo se produce en la oscuridad.

En este segundo caso la Acido Graso Sintetasa aparece
como un complejo multienzimético (I) de peso molecular su
perior a 650,000, produciendo &cido palmitico como produc
to principal. Es estimulada por FMN y es més activa en
presencia de NADPH y NADH que en la de cualquiera de
ellos pot separado.

Cuando crece a la luz se aislan dos sintetasas, la an-
teriormente descrita y otra de menor tamafio (II) que re-
quiere ACP para su actuacién y produce esteérico y araqui
dénico de modo principal y se parece a la de vegetales y
plantas. Tiene un peso molecular de 3.6 x 105 y parece es
tar débilmente asociada. En cuanto al ACP ha sido purifi-
cado (164) y tiene un peso molecular de 10,400.

Al igual que en el caso de la Sintetasa de Chlamydomo=
.mas:ainhardy se ha visto que esta sintetasa dependiente
de ACP se sintetiza en los ribosomas de los cloroplastos
(56).

Ademis de estas dos Sintetasas se ha detectado una ter
cera (III) dependiente de ACP y qﬁe cataliza la elonga-
cibn dg acil-CoA desde clo si bien es incapaz de utilizar
acetil-CoA. Actfia tanto en células crecidas a la luz como
a la oscuridad, se localiza en 1os cloroplastos y sirve
para elongar hasta C,g=Cpy 108 Scidos grasos obtemidos me
diante la accién de cualquiera de las dos Acido Graso 8in
tetasas anteriormente descritas.

Existe evidencia de que ésta y la II operan en conjun-
to para producir los &cidos grasés requeridos por la mem-
brana del cloroplasto. El requerimiento en ACP de iI y II
puede ser satisfecho por ACP de E. coli.
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l1.3.5. ACIDO GRASO SINTETASA DE AVES

- Ha sido aislda como complejo multienzimé&tico de hfgado
de pollo (7) con un peso molecular de 508,000 y usa como
sustratos acetil-CoA y malonil-CoA. Como agente reductor
usa finicamente NADPH y produce &cido palmitico principal
mente.

De higado de paloma ha sido también aislada como com=-
Plejo multienzimltico (31) con un peso molecular de
450,000, Usa como sustratos acetil-CoA y malonil-=CoA y
como agente reductor finicamente NADPH: Produce principal
mente 016 y algo de 014 y 018 bajo la forma de &cidos
grasos libres dado que posee una palmitoil tioesterasa;
puede producir también palmitico a base tan solo de maio
nil-CoA y NADPH‘rindiendo un 25% de su producgcibn normal
" debido a la actuacibn de una malonil-CoA descarboxilasa.
Es capaz de sintetizar, en ausencia de NADPH, la lactona
del &cido triacético a partir de acetil-CoA y malonile
~CoA (9).

Un detallado estudio de este sistema se ha realizado
en la presente introduccidn al examinar los complejos -
multienziméticos en general, debido a ser el complejo
multienzimdtico de Acido Graso Sintetasa m&s estudiado

hasta el presente junto con el de levadura.

1.3.6. ACIDO GRASO SINTETASA DE MAMIFEROS

En mamiferos ha sido identificada en higado, tejido
adiposo, cerebro, aorta, intestino y gléndula mamaria
:uponiéndoée que esti ausente en corazén donde también
se ha intentado identificar (188).



La purificacién de la enzima se ha realizado a partir
de higado y gléndula mamaria. En el primer caso la purifi
cacién se ha realizado a partir de higado de cerdo (157)
en el que aparece como complejo multienzimético de peso
molecular 5.0 x 105 que exhibe ademés de su capacidad de
biosintesis de &cidos grasos, palmitico principalmente,
otra de 6xidoreductasa dependiente de NADPH hacia cetonas
aliciclicas; esta actividad se adscribe al componente
p-cetoacil-ACP-reductasa del complejo multienzimético.

‘La &dcido graso sintetasa de higado de rata es de to-
das las de higado de mamifhros la que ha sido objeto de
estudio més profundo. Ha sido aislada como complejo mul-
tienzimltico (9) con un peso molecular de 540,000 siendo
palﬁitico libre el &cido graso que se produce en ﬁayor
proporcibén. Al igual que ocurria con la de higado de palo
ma posee actividad de malonil-CoA descarboxilasa y sinte-
tiza la lactona del &cido triacéfico a partir de gcetil-
=COoA y malonil-CoA en ausencia de NADPH, finico agente re-
ductor que utiliza esta enzima.

Un dato a destacar es que los amino&cidos que se en-
cuentran alrededor de la 4-fosfopanteteina son los mismos
que aparecen en la zona correspondiente del ACP de E.coli.

El aisiamiento de la Acido Graso Sintetasa de higado
de perro (184) presenta el interés de que es el primer
complejo ﬁultienzimético de mami{feros en que se ha aisla-
do una proteina con funcién equivalente a 1a del ACP del
complejo f&cilmente disociable.-

También de higado humano ha sido aisladajla Acido Gra=-
so Sintetasa (156) con un peso molecular de 410,000%20,000
produciendo principalmente &cido palmitico libre. Se ha



.identificado la existencia de 4-fosfopanteteina y utiliza
como sustrato tanto acetil-CoA como butiril-CoA.

. Butiril-CoA es incluso més efectivo que acetil-CoA, co
sa qug:también ocurré en preparaciones de gléndula mama-
ria y de higado de conejo y rata (152,153), habiéndose
comprobado en estos casos que el 90% de la acetil-CoA se
convierte en butiril-CoA antes de la condensacibén con ma-
lonil-CoA. .

En trabajos realizados con gléndula mamaria de cabra
(150) se ha observado en la fracciédn soluble la presencia
de enzimas que catalizan el reverso de la P-oxidacién. es
to es, acetoacil-CoA tiolasa, acetoacil-CoA reductasa de-
pendiente de NADH y crotonil-CoA hidrasa.

Estd parece ir en contra de la consideracié4n general=-
"mente admitida de que acetil-CoA es junto con malonil-CoA
el sustrato universal de la reaccibén. Esta idea se debe a
que las primeras investigaciones se realizaron con bacte-
rias, higado de paloma y levadura donde 13 presencia de
acetil-CoA como sustrato generalizé la impresidén de su em
Pleo en todas las dem&s sintetasas.

La peculiaridad que la gl&ndula mamaria exhibe de sin-
tetizar &cidos grasos de cadena media y corta presentes
en 1os triglicéridos de la leche, ha hecho objeto a la
Acido Graso Sintetasa de este tejido de una particular
atencién. En el caso de rata (147) se ha aislado con un
peso molecular de 478,000 apareciendo muy similar en cuan
to a sus propiedades a los complejos purificados de higa-
do de paloma y rata. Es 1&4bil al frio y se disocia recupe
ré&ndose la actividad entre 202C y 3082C (148). Sintetiza
ademés de palmitico &cidos grasos de eadena corta y media.
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De cobaya (162) se ha aislado con un peso molecular de
400,000. Sintetiza &cidos grasos en cantidades aprecia-

bles desde C, a Cls,-siendo Cc el producto predominante.

A partir ge vaca (159) ha ;gdo aislada con un peso mo-
lecular de 450,000 observindose que cuando la relacién
Acetil-=CoA/malonil CoA disminuye, la longitud de la cade-
na de los &cidos grasos prohucidos también disminuye; he-
cho que ocurre asimismo a partir de glé&ndula mamaria de
otros origenes. Butiril-CoA se forma en cantidad aprecia-
ble mientras que 1los écidoé grasos comprendidos entre 06
y 012 aparecen en pequefias cantidades.

La Acido Graso Sintetasa aislada de gl&ndula mamaria
de conejo (6) se diferencia de las anteriores en que tie-

5. El principal &cido

ne un peso molecular de 9.1 x 10
' graso producido es 014 pero también sintetiza cantidédes
significativas de &cidos grasos de cadena media y corta.
La formacibn de &cidos grasos de cadena media y corta
por la Acido Graso Sintetasa de gléndula mamaria parece
ofrecer un mecanismo singular en este tejido y que, qui-
z&s, pueda deberse a algfin factor extrinseco a la protei
na misma ya que é&sta, una vez purificada, sintetiza prin
cipalmente &cido palmitico (6,10). Uno de estos factores
podria ser la Acetil-CoA carboxilasa (154) ya que como
se indicd anteriormente la relaciédn de Acetil-CoA/malo-
nil CoA influye "in vitro® sobre la terminacibén de la ca
dena. .
También podria deberse a una -especificidad de las tio
quimasas por una determinada longitud de cadena o de las
acil-transferosas que participan en la sintesis de fosfo

1ipidos y triglicéridos (149).
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., Cuando la sintesis de fcidos grasos se investiga con
homogeneizados libre de células de gléndula mamaria de co
nejo, o fraccibn microsomal y sobrenadante, o bien éste
{dltimo, se obtiene una alta‘proporcibdn de Cg ¥ Cyy que
aparecen en la leche en un 65% (6). Esto ocurre cuando se
usa una concentracién alta de proteinas; al disminuir la
concentracién a menos de 1 mg/ml se produce un progresivo
aumento de la proporcibn de‘cl4:o y 01630 por lo que la
sintesis podria venir controlada por algin factor presene
te en la fracciédn sobrenadante.,

1.3.7. ACIDO GRASO SINTETASA DE PECES

‘Se ha aislado del higado de Pleuronectes platessa

‘ (199) mostrando un peso molecular de 4.8 x.105.

1.3.8. ACIDO GRASO SINTETASA DE INSECTOS

Aunque sobre la biosintesis de &cidos grasos en insec-
tos se han realizado toda una serie de estudios en una am
plia variedad de especies, hasta el presente no se ha lle
vado a cabo el aislamiento y caracterizaciédn de la Acido
Graso Sintetasa. E1 desconocimiento de este sistema enzi-
mético pugde hacerse extensivo a 1os invertebrados en ge-
neral. |

Asi, pues..el aislamiento, caracterizacién y estudio
de los requerimientos funcionales de la actividad del sis
tema Acido Graso Sintetasa del insecto Ceratitis capitata
ha constituido el elemento central de la investigacién ob
jeto de esta Tesis Doctoral.



2. MATERIALES Y METODOS






2.1. CULTIVO DEL INSECTO

El material biolbégico utilizado a lo largo de toda la
experimentacibén, ha sido el insecto holometabolo Cerati-
tis capitata, criado artificialmente en el laboratorio.

Las condiciones ambientales de luminosidad, temperatu
ra (272C), humedad (saturacién) asi como ias dietas ali-
menticias empleadas se mantiénen constantes para lograr
la mixima constancia pbsible en el ciclo de reproduccién
del insecto.

Los huevos se siembran en bandejas con una dieta ali-
menticia compuesta por:

Sacarosa 150 g
Hidrolizado de levadura de cerveza 15 g

Salvado 455 ¢
Agua ' 550 ml
ClH al 1% 10 ml
Levadura de pan | 6 g
Suero de leche 50 g
Nipagin lg
Nipasol lg

Las larvas eclosionan antes de las 48 horas y se desa
rrollan en este medio, atravesando cuatro estados larva-
rios. |

Al cabo de 8 dias saltan esponténeamente, siendo reco
gidas sobre depbsitos que contienen serrin, La larva,
que habia dejado de alimentarse, se introduce en &1 para
pupar, endureciendo su cutfcula hasta quedar inmévil.

En pocas horas, pasando por un estado da& prepupa.se
transforma en pupa-farato. Segiin Hinton (176), en d%pte-

ros este estado dura algunas horas, para aparecer a con-
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tinuacibédn los caracteres morfolbdgicos del adulto (adulto
farato). En esta fase se formar& dentro del pupario lo
que seré& el insecto adulto. |

Al cabo de 9 dias se prdduce la emergencia del insec~
to rompiendo la cuticula que lo envuelve. Se mantienen en
jaulas apropiadas, con dietas sblidas de sacarosa e hidrg
lizado de levadura en proporcibn 4:1. E1 agua se aporta
embebida en un gel de agar.

Después de 7-8 dias alcanzan su madurez sexual ocu-
rriendo la copulacibdn y el comienzo de un nuevo ciclo con
la puesta de los huevos. Estos son posteriormente sembra-

dos en nuevas bandejas.

2.2. VALORACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN PREPARADO
ENZIMATICO TOTAL DEL INSECTO A LO LARGO DE SU DESA-
RROLLO

2.2.1. PREPARACION DE HOMOGENIiADOS TOTALES

Una vez limpios los insectos, como se describiré en
2.3.1., se procede a su homogenizacibédn.en un Potter-El-
vehjem de vidrio con émbolo de tefldén, en solucibébn tam-
pbén Tris 0.05 M a pH 7.4 en proporcibén variable seglin 1la
fase de desarrollo del insecto, de modo que resulte una
goncentracién de protefnas de 20 mgr/ml. Todas las opera
ciones se realizan en bafio de hielo.

Los homogeneizados brutos se filtran por tres capas
de gasa a tubos de centrifuga con el fin de eliminar res
tos groseros. Los filtrados se centrifugan 10 minutos a
1,500 g en una centrifuga Sorvalil :eﬂrigerada entre OR y
28C,
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El sobrenadante se considera como un preparado enzimé-
tico total. Se homogenizan 22 etapas del desarrollo del
insecto, huevo, 4 de larva (4, 5, 6 y 7 dias) 1 de pupa,
9 de adulta farato (cada dia) y 3 de adulto (de 1, 5, 10
dfas), es decir, una representacidn del ciclo completo
tal como se desarrolla en la multiplicacibn.artificial en

el laboratorio.

2.2.2. VALORACION DE ACETIL-CoA CARBOXILASA

La mezcla de incubacibédn contiene por ml de incubacibn
6 pmoles de ATP, 2 de 012Mg, 3 de citrato, 10 de COSHK
(4 pci), 2.5 de mercapto etanol, 20 de fosfato potésico a
un pH de 7.4 y 10 mg de preparado enzim&tico total en un
_volumen final de 0.5 ml.

La incubacién se realiza durante 30 minutos en un bafio
de agua a 372C deteniéndose la reaccidédn con la adicién de
O.1 ml de ClH 6N. El1 contenido del vial de incubacibén se
lleva a sequedad en un desecador a vacio y se afiaden 2.5
ml de l{iquido de centelleo formado por 10.5 g de PFPO,
0.45 g de POPOP, 150 gr. de naftaleno, dioxano hasta
1,500 ml de solucibén y agua hasta 1,800 ml.

El contaje de radiactividad se realiza en las condicio

nes descritas en 2.7.4.

2.2.3. VALORACION DE ACIDOS GRASOS TOTALES

La mezcla de incubacién Eontigne por mol de incubacién
6 pmoles de ATP, 2 de C1,Mg, 2 de acetato sédico (S.PCi)’
3 de citrato, 1 mg de estreptomicina, 20 de fosfato poté-
sico a un pH final de 7.4 y 10 mg de preparado enzimitico

total en un volumen final de 1 ml.



La incubacién se realiza a dos tiempos (30 y 120 minu-
tos) en un baflo de agua a 37%C.

La reaccién se detiene con 2.1 ml de metanol y 1 ml de
cloroformo y la extracciédn de los &cidos grasos formados,
asi como su posterior contaje se realizan segln el método
descrito en 2.7.3:1. y 2.7 .4,

2.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA ACIDO GRASO SINTETA
SA

2.3.1. HOMOGENEIZACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Previamente los insectos se limpian adecuadamente seghn
su estado de desarrollo.

La larvas utilizadas son de 6 dias. Manualmente se eli-
"'mina 1la mayor parte de la dieta y se transfieren a un ta-
miz de malla apropiada colocado sobre un recipiente. Duran
te 2 a 3 horas las larvas van atravesando el tamiz, siendo
recogidas en el recipiente inferior del cual son transferi
das a bolsas de pléstico donde son congeladas en aire 1i-
quido y se conservan a -602C hasta su posterior utiliza-
cién.

Los adultos faratos utilizados de 5 y 8 dias se separan
del serrin por decantaciédn con agua, lavéndose posterior-
mente varias veces con agua destilada y guardéndose a cone
tinuacibén en congelador a -60%2C.

En el momento de su utilizaciédn tanto la larva como el
adulto farato se descongelan en agua destilada a temperatu
ra ambiente y una vez descongelados se lavan dos veces con
agua destilada. E1 material a utilizar se homogeneiza en
tampbdn fosfato potésico 0.1 a pH 7. 5 con mercapto etanol y



EDTA en las proporciones que se indican en los esquemas 1
Yy 2. La homogeneizacién se realiza en un OMNI-MIXER de as
pas durante 9 minutos en periodos de 3 minutos.

2.3.2. OBTENCION DE LA FRACCION SOLUBLE

El1 homogeneizado, asi obtenido, se centrifuga a conti-
nuacibén a 16,300 g durante 10 minutos en una centrifuga
SORVALL RC2B refrigerada entre 2 y 4¢C.

El precipitado se deshecha y el sobrenadante se centri
fuga de nuevo a 95,000 g durante 90 minutos en una ultra-
centrifuga Beckman modelo L-4 clase Q con un rotor tipo
40.

Nuevamente se deshecha el precipitado y el sobrenadan=-

te se utiliza para las sucesivas etapas.

2.3.3. TRATAMIENTO CON SULFATO AMONICO

Esta etapa se realiza de dos formas diferentes.

Procedimiento A: Se utiliza una finica concentracién de
(NH4)2SO4
la fraccibén soluble obtenida en la etapa anterior, la

. BEste se afiade lentamente y con una espitula a

cual se mantiene en agitacién constante por medio de un
agitador magnético. |

Una vez alcanzada la concentracién de sulfato ambénico
deseada se mantiene la agitacién durante 30 minutos al ca
bo de los cuales se centrifuga la solucibdn a 23.300 g du-
rante 30 minutos.

El sobrenadante se deshecha y‘el precipitado se redi-
suelve en tampbén fosfato 0.1 M manteniendo 1a‘suspensibn
durante un peridédo de 40 minutos a 1 hora; transcurrido
este tiempo se centrifuga a 23,300 g durante 30 minutos



utilizando el sobrenadante obtenido para la etapa siguien
te de purificacién.

Procedimiento B: La fraccibn soluble obtenida en 1la ul
tracentrifugacién se precipita entre dos concentraciones
de sulfato ambnico, para 1o cual se procede anllogamente
al caso anterior utilizando la concentracién més baja de

'(NH4)2SO4. |

Una vez realizada la centrifugacién en Sorvall se des-
precia el precipitado y el sobrenadante se vuelve a tra-
tar con la cantidad de (NH4)2SO4
la concentracibn superior de éste, volviéndose a tener

que reste para alcanzar

agitando unos 30 minutos, al cabo de los cuales se reali=-
za una nueva centrifugaciédn de 23,300 g.durante 30 minu-
tos.

El precipitado de esta centrifugacibdn se redisuelve en
tampén fosfato 0.1 M y el sobrenadante obtenido de la cen
trifugacibén a 23,300 g durante 30 minutos se utiliza para
la siguiente etapa de purificacién.

2.3.4. DIALISIS Y TRATAMIENTO CON SULFATO DE PROTAMINA

La eliminacién de 1os restos de sulfato ambénico se lle
va a cabo mediante di&lisis frente a tampbn fosfato de la
misma concéntracién que la de la muestra.

Dicha diflisis se ha realizado en bolsas de dillisis
dentro de wn vaso con cinco litros de tampédn fosfato du-
rante una hoche. en clmara fria, pero a la vista de la
pérdida de actividad en funcidén del tiempo de didlisis,
se ha pasado a realizarla en un ultrafiltrador G/HFU-1 de
acetato de celulosa de fibra hueca en cuyo interior perma
nece la solucién a dializar, pasandb por las f£ibras hue-
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cas una corriente de tampbén fresco que realiza la elimina-
cibén del sulfato amdnico.

El tratamiento con sulfato de protamina se realiza pa-
ra obviar la posible interferencia de &cidos nucléicos a
lo largo de la purificacién y que podrfan competir con la
Sintetasa (prote{na &cida) en el posterior tratamiento
con DEAE. o |

Después del tratamiento con (NH4)2804. una solucibn al
1% de sulfato de protamina en tampbén fosfato potésico a pH
7.5 se aflade gota a gota y con agitacién, hasta completar
la cantidad de 0.12 mg de ésta por cada mg de proteina,
manteniéndose posteriormente la agitacién durante 30 minu
tos. El precipitado producido se elimina por centrifuga-
cién a 23,300 g durante 15 minutos realizéndose a conti=-
-nuacién una diflisis como la anteriormente descrita.

2.3.5. TRATAMIENTO CON GEL DE FOSPFATO CALCICO

Se utiliz a para su prepdraci6n el método de Keilin y
Hartree (177). Se diluyen 150 ml de una solucién de cloru
ro célcico (132 g de Ca012ﬂ6‘H20 por 1litro) hasta 1,600
ml con agua destilada y se afiaden 150 ml de una solucién
de fosfato trisbddico (152 é de Na3P04.12 H20 por litro)
con pH 7.5-7.8 con &cido acético diluido al 10% (v/v).

El precipitado obtenido se lava varias veces por decan
tacién con agua destilada realizéndose finalmente un a1ti
mo lavado sobre embudo Buchner, guardéndose a continuacién
el gel obtenido (disuelto en una pequefia cantidad de agua)
a4 42C y en la oscuridad para lograr su"envejecimiento® du
rante peribdos de tiempo de 6 meses. |

La disolucién obtenida del tratamiento con &uu4)2so4



se trata con cantidades variables de gel de fosfato cdl
cico en funcibén de 1la cantidad de proteina presente pro
curando mantener la relacién gel:proteina en la propor-
cibén 1:1.
Después de un contacto de 6 minutos se centrifuga la
mezcla durante 10 minutos a 3,200 g.
El sobrenadante se elimina y el precipitado se trata
" con 30 ml de tampbdn fosfato 0.02 M pH 7.5, con el que se
tiene en contacto 10 minutos y se recoge el sobrenadante.
El precipitado se vuelve a tratar con 20 ml del mismo
@ampdn, con el que se tiene en contacto 10 minutos reco-
giéndose el sobrenadante que se mezcla con el anterior.

2.3.6. PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA SOBRE DEAE-CELULOSA

La DEAE~celulosa (dietilamino etil-celulosa) utilizada
es del tipo DE52 microgranulada Whatman.

Para su utilizacibén se suspendid en tampébn fosfato
0.01 M pH 3 renovéndose el tampén hasta que la resina que
d6 a un pH aproximado de 4.5.

A continuacibn se elimina el aire y 002 poniendo la re
sina en un kitasato conectado a una trompa de vacio y con
agitacién constante con un agitador magnético durante 3 6
4 horas al cabo de las cuales, y una vez eliﬁinadas todas
las burbujas, se llevd a pH 7.5 por sucesivos lavados conm
tampén fosfato 0.01 M.

A continuacibn, la resina ya est& en cond;ciones de
ser empaquetada, para lo cual se pone en la parte infe-
rior de la columna un poco de tampbdn fosfato 0.01 a pH
7.5 y se afiade 1a resina suspendida en tampén por la par-
te superior de la columna. La resina se deja sedimentar
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espontineamente con un flﬁjo de tampén de 20 ml/hora.

Una vez empaquetada la columna ya est& en condiciones
para su posterior uso.

La disolucién de protefna se pasa por la columna con un
flujo de 20-25 ml/hora; la columna se lava seguidamente
con tampbdn fosfato 0.01 M, pH 7.5, con lo que so0lo quedan
retenidas las proteinas con afinidad por el DEAE.

La elucibédn de las proteinas se puede realizar de dos
formas: a) mediante gradiente continuo de tampén fosfato,
PH 7.5, 0.01 M=0.7 M; - b) medianté gradiente discontinuo
de sucesivos tampones fosfato a diferentes concentraciones
y recogiendo la proteina eluida a la concentracién del tam
pbn que nos interese.

La identificaribén de las sucesivas proteinas eluidas se
‘realiza midiendo la absorbancia de los tubos de colector a

280 nm en un espectrofotbédmetro Beckman DB-G.

2.3+.7. PURIFICACION POR CRO¥ATOGRAFIA SOBRE COLUMNA DE SE-
PHADEX G=-150

Sephadex G-150 se prepara por hinchamiento en un exceso
de tampén fosfato 0.01 M durante tres dias en presencia de
hibitane al 0.002%.

A continuacién se elimina el aire de 1a misma forma que
se hizo para el DEAE-celulosa. '

El empaquetamiento del Sephadex se realiza poniendo en
la columna una pequefia cantidad de tampén fosfato 0.25 M y
afiadiendo a continuacién el gel formado por la parte supe=-
rior de la columna a la que se ha acoplado un‘embudo. Du=-
rante unos minutos se mantiene la columna cerrada hasta
que el Sephadex se deposita 1-2 cm y permitiendo después ‘
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su sedimentacibn con un flujo de 5-6 ml/hora.

Una vez empaquetada lé columna se equilibra con el tam
pbén de elucibn, del cual se pasa un volumen equivalente a
dos veces y media el volumen de la columna utilizando un
flujo de 15-20 ml/hora.

Finalmente para comprobar el empaquetamiento se pasa
azul de dextrano. _

La disolucibn de proteinas obtenida después del trata-
miento con DEAE~celulosa se pasa por la columna Sephadex
1ievando a cabo la elucibdn con tampbédn fosfato 0.25 M, pH
7.5. La identificacibén de las proteinas eluidas se reali-

za como en el caso del DEAE-celulosa.
2.4. METODOS DE CONCENTRACION DE PROTEINAS

2.4.1. CONCENTRACION EN POLIYINIL PIRROLIDONA

Una bolsa de diflisis conteniendo la solucién de pro-
teina a concentrar se introduce en una solucién muy con-
centrada de polivinil pirrolidona.

El agua tiende a atravesar la bolsa de diflisis para
equilibrar la concentracidn de ambas soluciones con lo
que la proteina se concentra.

Realizamos la operacién en cémara fria (49C) con agita
cibén de la solucibédn de polivinil pirrolidona.

2.4.2. CONCENTRACION CON SEPHADEX

Se han utilizado para este prﬁpésito Sephadex G-25,
G-50 y G=75 "“coarse" de l1limites de exclusibdn 5,000, 30,000
y 70,000 de peso molecular, respectivamente. Se afiade Se-
phadex seco a la solucién de proteina; el agﬁa y las sus-
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tancias de peso molecular inferior al limite de exclusién
penetran en los granos de Sephadex permaneciendo en la so
lucién externa las sustancias de alto peso molecular.

La operacién se realiza en tubos de centrifuga introdu
cidos en bafio de hielo; después de unos minutos se separa
de la mezcla el gel por centrifugaciédn quedando en el so-
brenadante la solucién concentrada de proteina.

2.4.3. CONCENTRACION EN LYPHOGEL

El fundamento es el mismo que en 2.4.2. siendo el 1imi
te de exclusién en este caso 20,000. E1l agua y las sustan
cias de bajo peso molecular se embeben en el lyphogel se-
par&ndose ficilmente la solucibn externa con una pipeta
Pasteur. El prdceso es mas largo (1 g de lyphogel concen-
tra 5 ml én S horas) y también en este caso se realiza la
operaciédn en bafio de hieloQ

El lyphogel utilizado se recupera ficilmente mediante
sucesivos lavados con aguJ destilada secando a continua-
cibén en estufa a 602C.

2+4.4. CONCENTRACION EN ULTRAFILTRADOR b/HFU=1

La solucidn a concentrar se coloca en el interior de
la célula de ultrafiltracibén, tapéndose sus dos salidas
asi como una de las dos salidas de la fibra hueca, cuya
otra salida se conecta a una trompa de vacio. de esta for
ma el disolvente sale por dicha salida con 1o que la solu
cibén se va concentrando paulatinamente.

2.4.5. CONCENTRACION CON CELULAS DE ULTRAFILTRACION AMICON
La solucién a concentrar se pone en el interior de una



célula de ultrafiltracidén modelo UF52 de 60 ml de capaci=-
dad en cuyo fondo se pone una membrana de di&lisis PM 10
de 43 mm. de di&metro. ‘

Por la parte superior ée pasa una corriente de N2, a
una presién mixima de 3 atmbésferas, con lo que se logra
una concentracidédn de la proteina desde un volumen inicial
'de 50 m1 a 6 ml en un tiempo de éproximadamente dos horas.

La operacién se realiza en clmara fria entre 6 y 102C
de temperatura.

2.5. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

Se parte de 10 g de larva congelada que se disuelven
en 40 ml de un tampbédn formado por sacarosa 0.25 M y TRIS
0.05 M, pH 7.4.

La homogeneizacidn se realiza en un Potter-Elvehjem de
vidrio con émbolo de teflén.

El homogeneizado obtenido se filtra por tres capas de
gasa y el filtrado se centrifuga 8 minutos a 1,475 g.

El precipitado se desprecia y el sobrenadante que se
considera como homogeneizado total se centrifuga 10 minu-
tos a 9,000 g, obteniéndose un sobrenadante S y un preci-
pitado P.

El precipitado P se resuspénde en 4.5 ml de medio de
homogeneizacién y se centrifuga 10 minutos a 9,000 g eli-
min&ndose el sobrenadante y volviendo a resuspender el
precipitado en 5 ml. Nuevamente se centrifuga 10 minutos
a 9,000 g y el precipitado asi oﬁtenido es el que se usa
como fraccién mitocondrial una vez disuelto de forma que
contenga la concentraciénm de proteina deseada para el ex- .
perimento a realizar.



FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

sacarosa 0.25 M
20 grs de larva + 60 ml medio v, .. 0.05 M pH 7.4

Homogeneizacibdn

Centrifugaciént 1,475 x g durante 8

Sobrenadante = HOMOGENEIZADO TOTAL Precipitado
{se desprecia)

Centrifugacién 9,000 x g durante 10'

!

Sobrenadante precipitado
Centrifugacibén 95,250 xg ~ . 'Suspegzig:dzz 4.3 ml

durante 1 'h

Centrifugacién 9,000 xg 10

Sobrenadante preci%?tado J )
‘ o Sobrenadante precipitado
?RAgg;g: 80~ . Suspensién en decantado , J
10 ml de medio ' Suspensién
en 5 ml
Centrifugacibén
a 95,250 xg du Centrifugacién
rante ﬁ hora - 9,000 x? 10'
v .
SObreﬂkdante precipi%ado Sobrenadante precipizgdo
decantado { decantado  ..ocron ML
Suspensibén en _— TOCONDRIAL

10 ml de medio

Centrifugacidén
a 95,250 xg du
rante 1 hora

]

N v
Sobrenadante precipitado
decantado FRACCION MICROSOMAL
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El sobrenadante S se centrifuga 1 hora a 100,000 g ob=
teniéndose un sobrenadante que consideraremos como frac-
cibn soluble y un precipitado que lavamos dos veces con
10 ml de tampbén de homogeneizacién, centrifugando de nue-
vo a 100,000 g durante una hora. |

Una vez realizados estos lavados, el precipitado obte-'
nido lo consideramos como fracciém microsomal. Para su
utilizacién lo redisolveremos de forma que coatenga la
concentracién de proteina deseada en el experimento a rqg
lizar. '

La pureza de las fracciones obtenidas siguiendo este
método de fraccionamiento se comprueba utilizando como en
zimas marcadoras: glutémico deshidrogenasa para la frac-
cién mitocondrial (189), glucosa-6-fosfatasa para la £frac
. cién micrdsomal (190) y 1léctico deshidrogenasa para la
£raccién goluble (191).

2.5.1. VALORACION DEL SISTEMA DE ELONGACION DE ACIDOS GRA
SOS EN MITOCONDRIAS
Se basa en la utilizada por Wwit-Peeters (192).
La mezcla de incubacién est& formada poxr:

KCl 90 mM

EDTA 1 mM

MgCl1, 5 mM

NADH 1.5 mM

ATP 5 mM
Acetil-CoA 50 mM (0.1 uCi)
Fosfato potésico 0.1 M, PH 7.5

y fraccibdn mitocondrial con una concetracién de proteina
de 0.2 mg/ml en un ml de incubaciéa.
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Se realiza la incubacién a 37¢C durante 30 minutos y
se detiene con KOH al 50%.

El método de extraccién de los &cidos grasos formados
es el descrito en 2.8.3.2. La radiactividad se mide segtin

2 L] 8 .4 [ ]
2.6, VALORACION DE PROTEINAS

2.6.1. METODO DE LOWRY (193)

Reactivos:

Soluciébn A : 2% Na,CO, en 0.1 N de NaoOH

Solucidén B : 0.5% de Cuso,.5 H,0 en 1% de tartrato s}

~ dico potdsico.

Reactivo Folin-Ciocalteau

Se prepara una mezcla de las soluciones A y B en pro-
porcibn 50:1 en el momento de efectuar la valoracién y se
affaden 5 ml de esta mezcla a 1 ml de la soluciédn problema
cuyo contenido de protefina esté comprendido entre 150 y
900 x/ml 6 entre 10-100 ¥/ml. Se agita la mezcla y se de=-
ja a temperatura ambiente durante 30 minutos después de
los cuales se afiade a cada tubo 0.5 ml de reactivo Folin-
-Ciocalteau con agitacién inmediata y se deja la mezcla
40 minutos a temperatura ambiente. Aparece una coloracién
azul cuya absorbancia se mide a 500 nm para concentracio-
nes entre 150-900 ¥'/ml y a 740 nm para concentraciones
10-100 ¥/ml.

Como blanco en ambos casos se utiliza una mezcla igual
mente preparada, sustituyendo la proteina con agua desti-
lada. ' o N

El contenido de proteina se deduce a partir de curvas
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patrén construfdas con los datos de absorbancia de distin
tas concentraciones de albfimina dentro de los limites es-
tablecidos: a 740 nm 10-100 Y/ml
a 500 nm 150-900 Y/ml

En algunas etapas de purificacién, el exceso de fosfa-
to potésico produce la apariciédn de un precipitado blanco
que se separa por centrifugacibdn, realizando las medidas
de absorbancia en el sobremadante sin que aparentemente
se altere la medida.

2.6.2. METODO DEL BIURET

A) Reactivos: (194)
-44g de‘Cuso4.5 H20 en 100 ml de H
diendo 2 ml de glicerina.
- 80 g de NaOH en 400 ml de agua destilada.
Se mezclan ambas soluciones y se lleva a un volumen final
de 1 litro. |
La muestra se mezcla con la soluciédn de Biuret en las

S0 destilada ana

siguientes proporciones:

1 vol., de problema + 2 vol. de sol. Biuret -» para mues
tras no co
loreadas

1 vol. de problema + 5 vol. de sol. Biuret-» para mues-
tras colo=-
readas

Después de llevar a cabo la mezcla se tienen en contac-
to durante 10 minutos, al cabo de los cuales se mide su ab
sorbancia a 540 nm. '

B) Reactivos: (195)

, 1.5 g de Cuso4.5 H,O Yy 6 g de tartrato sbdico potésico
en 500 ml de agua destilada. Se afiade NaOH al 10% libre de
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carbonatos (300 ml). Se afladen 2 g de XI para evitar la
autoreduccidn. La solucibébn se lleva a dos litros y se al=-
macena en botella de poliétileno.

Determinacién de la proteina:

A 1 ml de la muestra que contiene 1-10 mg de proteina
se afiaden 4 ml del reactivo dejéndose 30 minutos a tempe-
ratura ambiente. Se mide despnés absorbancia a 540-650 nm.

Interfieren en la medida las sales de amonio.

C) Microbiuret

Reactivos:

Se disuelven 173 g de citrato sbédico y 100 g de carbo-
nato sbdico en agua caliente (no hirviendo). Se afiaden
17.3 g de sulfato cliprico en 100 ml1 de agua destilada y
la mezcla se lleva a 1 1litro con agua destilada. Este es
el reactivo de Benedict.

A la muestra que contiene de 0.1-2 mg de proteina di-
sueltos en 4 ml de solucibédn de NaOH al 3% se afladen 0.2
ml de reactivo y se miden absorbancias a 330 nm después
de 15 minutos a temperatura ambiente.

2.6.3. METODO DE WARBURG Y CHRISTIAN (196)

Est& basado en la comparacibn de densidades épticas a
280 y 260 nm. Warburg y Christian han determinado la ab-
sorcibén a estas longitudes de onda de mezclas conocidas
de proteinas y &cidos nucleicos y recopilando datos para
la estimacién de la cantidad.de proteina deducible de es
tos valores, con la condicién de que el contenido en &ci
dos nucleicos no exceda del 20% del total.

Con objeto de évitar la necesidad del uso de tablas,
Kalckar introduce la ecuacién:
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Proteina (mg/ml) = 1.45 DO go~ 0+74 DO

80 260
2.6.4. VALORACION DE PROTEINAS POR MEDIDA DE ABSORCION A
215-225 NM

Se efectud por medida directa de absorbancias a 215,
220-225 nm donde se supone proporcionalidad para concentra
ciones entre 20-100 pg/ml.

Para la confeccién de rectas patrones se utilizaron dis
tintas concentraciones de albfmina en el mismo tampén fos
fato en el que van disueltas las muestras de proteinas a
valorar. '

2.7« VALORACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

2.7.1. METODO ESPECTROFOTOMETRICO

La valoracién se basa en la lectura de la disminucién
de absorbancia medida a 340 nm, debida a la desaparicién
de NADPH en el proceso de biosintesis 8de novo" de los
&cidos grasos.

La mezcla de reaccién es:

Fosfato potésico- 0.25 M pH 7.5
Mercapto etanol 200 pM

EDTA ‘ 400 )J.M

Acetil-CoA 12 uM

NADPH 300 uM

Malonil-CoA 43 I

Enzima | 1-10 miliunidades

en un volumen £inal de'2 ml.
Una miliunidad de enzima es la cantidad de ésta que ba
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jo las condiciones del ensayo espectrofotométrico consume
1 mumol de Malonil-CoA por minuto (correspondiente a 2
mumol NADPH 6 a un cambio de densidad 6ptica de 0.006).

En primer lugar se mide el descenso de la densidad ép
tica de un blanco construido por todos los elementos de
la reaccién a excepcibn de Malonil-CoA; después de 3=4 mi
nutos se adiciona el sustrato (malonil-CoA) y se mide asi
el grado de oxidacibén total, al que habr& que restar el
grado de oxidacidn del NADPH en el blanco.

2.7.2. METODO RADIACTIVO

La actividad de &cido graso sintetasa fue ensayada po»

estudio de 1la ;ncorporacién de Acetil-CoA-114c en &cidos
grasos. ’

La mezcla de incubaciédn fue:

1'% Acetil-Coa 13.5 muM (0.05 pci/mi inc.)

Mercapto etanol 3 mM

EDTA 3 mM

Malonil-CoA 50 M

NADPH 300 . }m

Fosfato potésico 0.25 M

Proteina 0.3 ml. (concentraciones varia=

| bles)

En un volumen total de 0.5 ml.

La reaccibén se lleva a cabo en un bafio de agua a 379C
con agitaciédn constante durante 10 minutos, transcurridos
los cuales se introducen los. tubos en unvbaﬁo de hielo y
se detiene la reaccién por adicién de:

a) 1.05 ml de metanol~0.5 ml de cloroformo si se va a
llevar a cabo la extraccién por el método de Bligh-Dyer.

b) 0.15 ml de KOH %50% si se van a extraer los &cidos



grasos con hexano. (En este caso es necesario que la con-
centracibédn de proteina sea inferior a 0.3 mg/ml incuba-
cibn). ’

2.7.3.1. Extraccién de &cidos grasos.— Método de Bligh-
Dyer '

2.1x ml. de metanol

x ml. de incubacién + [1x ml. de clorof
agitacién 1.5 minutos
v

(x ml, 820

Lx mle. 013CH

agitacién 1 minuto

mezcla agitada +

12 extracciﬁn

—

12 capa inferior cloroférmica

)

(extraida con pipeta Pasteur) capa superior
2x ml. C13cn
agitacién
1 minmuto

: 6
a
¥ 24 extraccibdn —

28 capa inferior cloroférmica capa supe
rior
acuosa
residual

Las dos capas cloroférmicas con los &cidos grasos se
4na2 durante 12
horas en cémara frfia (5¢C). Se filtran por papel Whatman
n2l a viales de centelleo y se lleva a sequédad por evapo=-

refinen en un mismo tubo y se secan con SO

racibén del disolvente en estufa a 602C.
Los viales se dejan enfriar y se afiade 1iquido de cente



lleo y se determina la radiactividad de la muestra.

2.7.3.2. Extraccién de Acidos grasos. Método de extrac-

cién con hexano (163)

La reaccibébn de formacibn de &cidos grasos se detiene
por adicién de 0.15 ml. de KOH al 50%. Se introducen a con
tinuacién los tubos durante 20 minutos en un bafio de agua
hirviendo para que se produzca la hidrbélisis de los enla-
ces tioester. Después de enfriada la mezcla se acidifica
con HCL 6 N hasta viraje del indicador naranja de metilo y
3-4 gotas en exceso para asegurar un pH menor que l. Se
affaden 5 ml. de disolvente (eter de petrbleo, eter etilico
o hexano), se cierran los tubos con tapbén de rosca y se
agitan por vibracién 2 veces durante 30 segundos. La fase
acuosa se congela por introduccibdn de los tubos en aire 11
quido y la fase orgénica se decanta a viales de centelleo.
Se repite la operacién de extracciédn una vez més y se eli-
mina el disolvente del extracto de &cidos grasos en estufa
a 60seC,

Cuando los viales estén ya frios se aflade la solucién
de centelleo y se determina la radiactividad de la mues-
tra.

La utilizacién de este método de extracciém requiere
que la protefina se encuentre a concentracibn inferior a
. 043 mg/ml incubacibdn, ya que a niveles superiores la agi-
tacibédn de las fases acuosa-orgénica forma una especie de
gel que impide continuar el proceso de extraccidm.

2.7.4. Medida de la radiactividad incorporada a los &ci-
dos grasos
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La radiactividad se determina por centelleo liquido
usando como sistema de centelleo una mezcla de PPO
(2.5-difeniloxazd), 4 g,de POPOP (1.4 bis 2-(5-femiloxazo
1lil)benceno), 100 mg,en un litro de tolueno. A cada vial
se afiaden 10 ml de esta solucién de centelleo.

Las medidas de radiactividad se efectfian en un espectrd

metro de baja temperatura Unilux II, Nuclear Chicago.
2.8. CONTROL DEL GRADO DE PURIFICACION DE LA ENZIMA

2.8.1.1. Electroforesis en gél de poliacrilamida

Se utilizé la ténica descrita por Davis (197).
Para ello se prepararon las siguientes soluciones para
el gel inferior:

Solucién 1 (monbémexro)*® Acrilamida 28 @
Bisacrilamida 0.75 g
H20 hasta 100 ml.

Solucién 2 (tampén Temed) Tris 3 M, pH 8.9 ajustado
Temed 0.23% Gon C1H

Solucibén 3 : persulfato ambnico 0.14% (preparada en el

momento de su utilizacién).

Todas éstas se preparan con H 0 tridestilada y se man-
tienen entre 3 y 68C,

Para la formacién de los geles, con un 7.5% de acril-
amida, estas soluciones se mezclan en proporcién: monbme-
ro/Tampén-Temed/H20 tridestilada/persulfato aménico,
2/1/1/4 (v/v/v/v). De la mezcla resultante se extraen las
burbujas de aire reduciendo la presién y agitando vigoro-
samente. Inmediatamente el gel se deposita en los tubos
(5 mm de dii.ctro interno, 8 mm de:diémetro extermo y 120
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mm de longitud), y sobre la superficie se afiade una peque
fia cantidad de agua para evitar que se forme menisco al
polimerizar. E1 agua debe afladirse con cuidado para no
distorsionar la superficie del gel. Durante la polimeriza
cibn, los tubos est&n tapados por el extremo inferior con
gomas y dispuestos en gradillas verticalmente. La polime-
rizacibén dura unos 20 minutos. Una vez terminada é&sta se
extrae la capa superior de agua con papel de filtro. A
continuaciédn se lleva a cabo la formacién del gel supe-~
rior, formado por las siguientes soluciones:

Solucidén méndmero : Acrilamida 10 g

Bisacrilamida 2.5 g

320 hasta 100 ml.

Solucién tampbdn-Temed : Tris &cido 5.98 g
Temed 0.46 ml
Ajuste de pH con HC1 1 N a 6.7
, 320 destilada hasta 100 ml.
Fotocatalizador : Riboflavina 4 g
320 destilada hasta 100 ml.

Las proporciones de mezcla, en volumen, son : (monbme-
ro/tampbdn/riboflavina) 2/1/1.

Se depositan en la oscuridad, ya que la polimerizacién
del gel superior es catalizada por la luz, 50 pl de esta
mezcla sobre el gel inferior. Se aflade igual que antes una
pequefia capa de agua y se!procede a la polimerizacién de
los geles bajo una lé&mpara fluorescente.

Cuando el .gel superior ha.polimerizado, los tubos con
los geles se colocan en 13 cubeta de electroforesis y se
extrae la capa de agua y se procede a cargar la muestra.



Composicién del tampén.
El tampén que se dispone en las cémaras de los electro

dos esti compuesto por glicocola 0.037 M y Tris, ajustado
a pH 8.3. Se suele preparar una solucién madre diez veces
mas concentrada que se diluye en el momento de su utiliza
cidn. La solucidn que se incluye en ambas cémaras (supe-
rior e inferior) tiene la misma composicién.

Aplicacién de la muestra-

La muestra se diluye en sacarosa al 40% y se aplican
0.6 mg en un volumen de 50 Pl sobre la superficie supe-
rior de cada gel, y después se afiade tampbdn glicocola-
-Tris hasta completar el volumen del tubo, procurando que
no se mezcle con la muestra. La cémara deltémpén superior
se llena con ei mismo tampén hasta que quedd sumergido el

electrodo. 8Si se desea marcar el frente de migracibén, se
afiade Azul de bromofenol al 0.01%.

condiciones de desarrollo.

Al comenzar la electroforesis se gradfia el voltaje de
forma que la intensidad de corriente sea de 4 mA por tu-
bo, y 15 minutos después se corrige esta ‘intensidad a 2.5
mA por tubo. E1l &nodo corresponde a la cubeta inferior y
el cétodo a 1a superior. Las proteinas migrén hacia el
&nodo y el tiempo de desarrollo oscila alrededor de tres
horas. ‘

2.8.,1.2. Métodos de revelado’

Una vez terminada la electroforesis, los geles se sa-
can de los tubos inyectando agua destilada fria a presiém
entre la pared del tubo y el borde del gel, procurando no
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dafiarlo. Los geles se sumergen en Hao destilada y después
de lavados se introducen en la solucién de tefiido.

a) Azul de Coomassie. La solucién tefiido contiene:

l.25 g de azul de Coomassie, 454 ml de metanol al
50% y 64 ml de &cido acético glacial. De esta solucibn se
separa el material insoluble filtrando sobre Whatman n2 1.
Se mantienenlos geles en la solucién tefiido de 2 a 10 ho=-
ras. Se aclaran los geles con agua destilada y se sumergen
en una solucibén de destefiido que contiene: 75 ml de &cido
acético glacial, 50 ml de metanol y 875 ml de H,O destila
da. Se destifien los geles por electroforesis durante 2 ho
ras utilizando l1la solucién de destefiido y se almacenan en
&cido acético al 7.5...

b) Amido Schwarz. Se sumergen los geles en una solucién
de Amido Schwarz al 0.5% en acético al 7% durante varias
horas al cabo de las cuales se lavan varias veces con acé
tico al 7.5%.A continuacién los geles se colocan entre
dos tiras de algodén impregnadas de acético al 7.5% y se
establece entre ellas una corriente de 80-100 mA, con lo
que el exceso de colorante migra hacia el &nodo arrastra-
do por el acético y solo quedan tefiidas las bandas de pro
teina. Para finalizar el desteflido se pueden sumergir los
geles en un bafio de acético al 7.5%, manteniéndolos agita
dos durante varias horas.

c) Negro de Alizarina. La solucién de tefiido es al 0.5%
en etanol al 30%. Para revelar 1os geles se ponen en eta=-
nol al 40% en un bafio de glicerina al 60%.
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2.9. DETERMINACION DE PROPIEDADES BIOQUIMICO-FISICAS DE
LA ENZIMA

2+.9.1. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

2.9.1.1. Por electroforesis en gel de poliacrilamida con

SDS

Se preparan soluciones de monémero mezclando a) 22.2
g de acrilamida y 0.37 g de bisacrilamida hasta 100 ml de
H0 destilada (relacién bisacrilamida/acrilamida 1/60) y
b) 22.2 g de acrilamida y 0.6 g de bisacrilamida hasta 100
ml de H 0 destilada (relacién bisacrilamida/acrilamida
1/37). .

Los geles se preparan mezclando:

10.1 ml de solucibédn monémero para geles con 7.5% de acri-
lamida (6 6.7 ml para un 5% de acrilamida):'lo.a de urea,
15 mg de SDS, 50 pl de N, N, N', N', tetrametil etilen
diamina, 1.25 ml de tampén fosfato 1.0 M, pPH 7.6. 8e ajus
ta el pH a 7.6 con HC1l 1N, Se filtra y se afiade Hao hasta
30 ml. Se agregan 6 mg de persulfato sédico para catali-
zar la polimerizacién.

Una vez llenas las 4/%5 partes de los tubos de electro-
foresis (10 x 0.6 cm), se deposita en la parte superior
del gel una pequefia capa de Hao. y la polimerizacién se
completa en 30 minutos. Se dejan reposar los geles duran=-
te una hora.

Las muestras se disuelven en tampbn fosfato CBNaaPO 4
820 y HaNaPO4.320) 0.01 M pH 7.6, urea 8.0 M y SDS 0.05%,
de manera que la concentracién sea de 1 mg/ml; aplicéndo-

se 20~25 ul de la muestra a cada gel.
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. . Bl desarrollo electroforético se realiz6 en cubetas
conteniendo tampén fosfato 0.025 M pH 7.6 y SDS 0.05% a
80 voltios y a tiempos variables seglin 1a experiencia.

Una vez acabada la electroforesis 1los geles se sacan
por. inyeccibn de Hao destilada entre la pared del gel y
el vidrio y se tifien con Azul de Coomassie (1.25 g de
Azul de Coomassie, 454 ml de metanol al 50X y 46 ml de
&cido acético glacial) durante una noche.

Se destifien los geles entre algodones impregnados con
4cido acético al 7.5%, durante 30 minutosAy se introdu-
cen en una solucién desteflido (50 ml1 de metanol, 75 ml
de é&cido acético, 875 ml de agua destilada).

Las proteinas patrones usadas fueron:

n2 de sub

unidades M sub,
Citocromo ¢ 12,500 daltons.
Lisozima 14,300
Tripsina 23,300
Pepsina 35,000
Avidina 68,000
AlbGmina de suero
de caballo 68,000
Fosfatasa alcalina 80,000 2 40,000
x-amilasa 97,600 2 48,200
Piruvico quinasa 237,000 4 57,400
Ureasa 483,000 6 83,000
Ferritina 540,000 - -
Tiroglobulina 669,000 ) 2 335,000

Una vez desteflidos los geles se densitometran en un
Microdensitémetro Canalco, modelo G, equipado con un com
putador para el registro automdtico de las &reas de los



picos. E1l méximo de cada uno de estos picos se utiliza co
mo referencia de la distancia recorrida por la proteina
en el gel,

El peso molecular se calcula representando movilidades
frente al logaritmo del peso molecular. La movilidad se
expresa en cm y es la distancia desde el origen del gel
al mlximo de la banda.

2.9.1.2. Cromatografia en Sephadex G-200

Dicha cromatograffa se lleva a cabo en columnas de di-
mensiones 100 x 1.5 cm,

Bl gel utilizado para rellenar la columna es Sephadex
G-200 cuyo rango de fraccionamiento va desde 5,000 a
800,000 daltons para péptidos y proteinas globulares.

Para trazar la curva patrén, con la que determinaremos
el peso molecular problema, se utilizaron las siguientes
proteinas:

Proteina Peso molecular (daltons)
Arginina descarboxilasa 850,000
" Tiroglobulina 669,000
Ferritina ' 540,000
Glutamato Deshidrogenasa 510,000
Fosforilasa A 330,000
Catalasa 240,000
Aldolasa 158,000
AlbGmina 67,000
AlbGmina " 45,000
Pepsina 35,000
Quimiotripsinégeno A 25,000

Citocromo ¢ 12,500
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: La cantidad de Sephadex G-200 necesaria para rellenar
la columna se hincha durante cinco dias en tampbén fosfa-
to 0.01 M, pH 7.5, al 0.002%X en hibitane. ,

Una vez empaquetada la columna se equilibra con el tam
pén de elucibén, del cual se pasa un volumen equivalente
dos veces y media el volumen de la columna. El flujo uti-
lizado es de 6 ml/hora.

Finalmente se pasa azul de dextrano para comprobar el
grado de empaquetamiento.

Las proteinas se van pasando una’a una, recogiendo
fracciones de 4 ml que se ensayﬁn.espectrofotométricamente.

Para calcular el peso molecular:'se representa logarit-
mos del peso molecular frente a su volumen de elucibén en
la columna.

2¢9.2. COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA PROTEINA

2.9.2.1, Andlisis de aminodcidos

0.4 mg de proteina se precipitan con trigloroacético
al 10% déndose al precipitado un lavado con el mismo 1li-
quido, realizéndose a continuacién una hidrolisis a 1059C
durante 20 horas en tubo cerrado con 0.4 ml de HCl 5.7 N.

E1l resultado de la hidrolisis se lleva a sequedad a
vacio en un desecador que contiene sosa, ' realizando
dos lavados con agua para eliminar los restos de HC1l que
hayan podido quedar en el hidrolizado.

El hidrolizado una vez lavado se disuelve en el tam-
pén A. .

Los andlisis de los hidrolizados se realizan en un
analizador automético, modelo D=500 de la casa Durrum, do
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tado de un computador PDP-8M que automatiza todas las ope
raciones de acuerdo con un programa previamente seleccio-
nado. E1 aparato puede analizar nuestras de 10 nmoles de
hidrolizado. E1 tiempo de andlisis es de 100 minutos. La
resina y reactivo de minhidrina para la identificaciédn de
los aminoécidos se obtienen de la casa Durrum. Una vez re
tenida la muestra de aminocidos a la resina se eluyen és
tos con 3 tampones B, C y D sucesivamente cuya composi-
cibén se describe a continuacién.

TAMPONES DE CITRATO SODICO PARA ANALISIS DB
HIDROLIZADOS EN UNA UNICA COLUMNA

A ' B C D

PH 2.20%20.01 3.25%5%0.01 4,3%t0.01 7.40%0.03
Concentracién
de sodio 0.20 N " 0.20 N 0.20 N 1.10 N
Citrato sbdi- ‘
Cloruro sbdico — — -~ 40.90 g
Tiodiglicol 20.00 ml 5.00 ml 5.00 ml | —
ClH concen-~ '
trado 16,50 m1 12.31 ml 8.37 ml 0.3 ml
Fenol 1.00 m1 1.00 ml 1.00 m1 1.00 ml1
Volumen final 1.00 1.  1.00 1. 1.00 1. 1.00 1.

Los tampones deben ser esterilizados y pasados por ua
filtro de 0.45 micras. E1 fenol es grado reactivo y el ci-
trato sédico esti libre de amoniaco.

Para regenerar la columna de resina después de cada ani’
1isis se utiliza -una solnci&n.dc sosa 0.3 N que contimne
0.25 g de EDTA por litro.
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2,9.2.2. Valoracidédn de triptofano

Se valord por dos métodos e:pect:pfotqmét;icos diferen

tes.
En el primero de ellos (178) se aplica la Pérmula:

Mt 0.592 A294.4 - 0.263 A280.0 .

n
Mepyp 00263 Aggg .0 = 00270 Aggy 4

donde Mtyr y Mfr¥§ son los mplcs gramo de tyr y tryp en un
gramo de proteina.

Las medidas se realizan con una concentracién de protei
na de 1 mg/ml en NaOH 0.l N.

En el segundo (179), una muestra de protéina liofiliza-

da se disuelve en clorure de guanidinio 6 M a pH 6.5 en
una concentracidén de 1 mg/ml midiéndose absorbancias a 280
y 288 nm. .

El n2 de moles de triptéfano se calcula segfin la siguien

te £6rmula:

A A
288 280
moles de tryp = 3753 ~ 70,318

2.9.3. PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE LA ENZIMA

2.9.3.10 ﬂ

La presencia de nuclebétidos de flavina se¢ investigd es-
pectrefotométricamente segfin el método de Briton Chance
(185) mediante aplicaciédn de la £érmula: |

A= Ecl .
donde A es la diferencia de absorbancia entre las obtenidas

a 510 y 465 nm, £ vale 11 cm mM"l y 1 = 1 cm.
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2.9.3.2. Identificacién de 4-fosfo-panteteina

Una vez realizada la precipitacién total de la protei-
na (unos 10 mg) con TCA se centrifugd la mezcla y se divi
did el precipitado en dos fracciones iguales. A cada una
de ellas se le aplicd uno /de los tratamientos siguientes:

Método a) Se mezclan 0.95 ml de &cido perférmico al
98% con 5 ml de H0, al 30% (100 vol) y se incuban 2 horas
a 258C. Al cabo de ese tiempo 0.5 ml de este reactivo se
afladieron al precipitado proteico y se mantuvieron en con
tacto 4 horas a 02C; la reaccidédn se detiene por dilucién
con 5 ml de HOya continuacibn se liofiliza la solucién.

Método b) En el 22 tratamiento se afiadieron al precipi
tado proteico 0.2 ml de &cido £érmico al 88% con 0.025 ml
de 3202 al 30%.103 cuales se mantuvieron en contacto a
42C durante 16 horas. La reaccién se detuvo por dilucién
con 5 ml de Hao Yy se’procedib a liofilizar el producto de
reaccibn. ‘

Los liofilizados obtenidos por ambos procedimientos se
sometieron a una hidrblisis de aminofcidos y posterior
identificacién de éstos segfin se ha descrito en 2.9.2.1
identificéndose g alanina (que resulta de la oxidacibn de
la 4-fosfopanteteina) como amino&cido adicional a los an-

teriores obtenidos en un andlisis de amino&cidos normal.

2:9.3.3. Valoracibdn de S_I_:EEOS SH

Se realizb por el método de Ellman (198),

Para ello se prepard una disblucibn 0.001 M de &cido
5.5= Ditiobis (2~ nitrobenzoico) (DTNB) disuelto en tam-
pbén fosfato potésico 0.1 M a pH 7.5.



A 0.9 ml de solucibn preteica de concentracién varia-
ble (10-15 mumoles de grupos SH) se afiaden 0.1 ml del an-
terior reactivo; la mezcla se agita y se mide la absorban
cia producida por la formacién de &cido 2-nitro-S-mercap-

tobenzoico.
S S
R-8H '._L COOH . + COOH
o T
COOH COOH
Bl coeficiente de extincién del DTNB reducido es
13,600.

Para calcular el ng? de grupos ~SH se realiza una recta
patrér. con concentraciones conocidas de cisteina entre 10

y 50 mumoles.
Una variacibédn de 0.136 unidades de absorbancia corres-

ponde a la presencia de 10 mumoles de grupos -SH en la di
solucién.

2.10. TERMINALIZACION DE CADENA

2.10.1. INCORPORACION DE ACETIL—COA-14C A ACIDOS GRASOS

El método es bésicamente igual al de valoracién de Aci
do Graso Sintetasa, con las siguientes modificaciones:

-Se aumenta la cantidad de Acetil-CoA-114c para conse-
guir suficiente incorporacién radiactiva en las muestras
para su posterior an&lisis (cantidades variables segfn el
experimento). '

-Variaciones en la cantidad de Malonil-CoA para estu=-
diar su posible influencié en el esquema de &cidos grasos

formados.
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Una vez realizada la incubacién (10 minutos a 372C) se
extraen 1os 1ipidos por el método de Bligh-p&er. Una ali-
cuota del extracto 1ipfdico se utiliza para ¢1 control'de
incorporacibén isotépica total y el resto se destina al
anilisis de la incorporacién en &cidds grasos previa for-
macién de los ésteres metflicos. :

2.10.2. PREPARACION DE LOS ESTERES METILICOS

Los &cidos grasos totales se convierten en sus ésteres
metf{licos por metanolisis (transesterificacibn) con el

reactivo BF_~-metanol (180).

3
Preparacidn del reactivo
En un recipiente de dos bocas introducido en un bafio

de hielo se pone metanol absoluto a través del que se ha-
ce pasar una corriente de 393 agitando continuamegte,
hasta que la cantidad de gas adicionado sea de 125 g. La
operacién dura alrededor de 1 hora. El reactivo guardado
a =-202C es estable varios meses.

Formacién de ésteres metilicos

Los 1lipidos totales disueltos en cloroformo se dispo-~
nen en tubos de hidrélisis. E1 disolvente se evapora con
N2 y se afiaden por cada mg de lipidos 0.3 ml de una mez-
cla formada por BFs-metanol. metanol absoluto y benceno
(10/10/9) (v/v/v). Se cierran 10s tubox a 1a llama y se
calientan en estufa 90 minutos a 100-11082C.

Extraccién de los ésteres metilicos

A la solucién de ésteres metélicos se adicionan 2 volfi
menes de hexano y un volumen de agua; se agita por vibra-
cién y se extrae la capa superior de hexano. Se repite
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dos veces mds la extraccién afladiendo cada vez dos volh-
nenes de hexano sobre la fase acuosa y 10s extractos reu
nidos se secan sobre sulfato sédico anhidro. Una vez £il
trada se concentra la disoluciédn en rotavapor hasta un
volumen pequefio; se transvasa dicha disolucibétn a tubitos
je fondo cbnico y se evapora a sequedad dbajo Na. Estas
mezclas de é&steres metilicos se conservan a =2092C y se
emplean para el control radiocromatogréfico.

2.10.3. RADIOCROMATOGRAFIA DE GASES. ANALISIS DE LOS ACI-
DOS GRASOS INDIVIDUALES

La separacién e identificacibn de los ésteres metf{li-
cos se efectfia por cromatografia de gases en un cromatb-
grafo Perkin-Eimer, modelo F20FE con detector de ioniza=-
cién de llama, equipado con una columna de acero inoxida
ble (1.83 m por 0.31 cm), rellena con 10% de EGS sobre
Chromosorb W (60-80 mallas). Como gas portador se utili-
za He con un flujo de 18.3 ml/min y la temperatura se man
tiene a 1802C,

La radiactividad de 1o§ ésteres metilicos se determina
a la salida de la columna por medio de reactor de flujo
continuo/contador proporcional Perkin-Elmer modelo RGC 17Q
conectado a la unidad cromatogréfica por medio de un di-
visor de flujo (relacién de caudales 16:1). La coiriente
efluyente principal pasa a través del reactor de flujo
continuo donde los ésteres metilicos se degradan por oxi-
dacién a Co, y agua. Esta filtima se elimina al hacer pasar
los gases de la reaccién de oxidacién por un tubo de dese
cacién, al final del cual se introduce una corriente con-
tinua de metano, por medio de una pieza T, de modo que se



produzca una relaciédn He/metano 1:3. E1 tubo de contaje
tiene un volumen activo de 10 ml y opera a 2700 V. Las
temperaturas de las distintas partes del equipo han sido:
contadox proéorcional. 1002; horno de reaccién, 6202:'tu-
bo de conexibén entre el divisor de flujo y el horno, 20082,

La corriente menor, a la salida del divisor de flujo,
se encamina directamente al detector de ionizacién de 11a
ma. Las sefiales producidas por el detector de ionizacién
de llama y la del contador proporcional, se recogen sobre
un mismo registro de doble canal que produce dos gré&ficas
superpuestas, la cromatogréfica y la de radiactividad. Es
tas dos gré&ficas tienen un desfase de aproximadamente 0.5
minutos, correspondiente al tiempo necesario desde la sa-
lida del divisor de flujo hasta el contador proporcional.
Esto permite hacer corresponder perfectamente cada &cido
graso identificado con su sefial de radiactividad.

Las actividades relativas SQ determinan dividiendo el
nlimero de cuentas bajo un pico dado por el tiempo medio
de residencia de cada componente en el volumen activo del
contador proporcional, después de corregir la actividad
de fondo. Las actividades especificas de cada componente
se expresan convencionalmente como cpm/unidad de rea del
pico masa. | |

2.10.4. VALORACION DE ACIL-CoOA

Se realiza mediante una incubacién en condicdones and
logas a las valoraciones de Acido Graso Sintetasa pero au
mentando la cantidad de Acetil-~CoA 1-;40 para poder detec
tar niveles de acil-CoA formados que serin muy inferiores

a los de los &cidos grasos libres.

-
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La reaccién (0.5 ml incubados 10 minutos a 3782C con
135 pM Acetil-CoA—114d 0.251p01) se detiene  por adicién
de 1.5 ml de H2804 1l N.

Se realizan cinco tratamientos con 2 ml de éter (2 mi-
nutos de agitacidn) con lo que se extraen los &cidos gra-
sos libres y posteriormente dos nuevas extracciones con
cloroformo (1 ml, 1 minuto de agitacién) donde se extraen
los acil-=CoA.

Los cinco extractos reunides de &cidos grasos libres,
Y, por otra parte, los dos de acil-CoA se llevan a viales
de centelleo, se elimina el disolvente en estufa a -60%C
Yy, una vez £frios, se les afiade la soluciédn de centelleo y

se determina la radiactividad incorporada.



3. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. EXPERIENCIAS PRELIMINARES

Antes de proceder al aislamiento de la Acido Graso sip
tetasa se han realizado una serie de experimentos para
confirmar la presencia en larva de 6 dias del mecanismo
de biosintesis catalizado por este sistema.

3.1.1. ACTIVIDAD DE LA ACETIL CoA CARBOXILASA Y BIOSINTE=-
SIS TOTAL DE ACIDOS GRASOS A LO LARGO DEL DESARRO-
LLO

La primera serie de experiencias realizadas consiste
en la valoracién de la actividad de la Acetil-CoA Carboxi
lasa y de la biosintesis total de &cidos grasos a lo lar=-
go del desarrollo del insecto (138).

La vinculacién estrecha de la acetil-CoA carboxilasa
con el sistema de &cido graso sintetasa en el seno de la
biosintesis de los &cidos grasos, 3ust1£ica la deteccibdn
cuantitativa conjunta . de ambas actividades.

Los resultados obtenidos aparecen en las figuras 3 y 4
donde puede observarse que la biosintesis de malonil-Coa
aumenta extraordinariamente durante el desarrollo larva-
rio alcanzando un maximo de actividad en el tercer estade
de dicho desarrollo para disminuir a continuacién progre-
sivamente. No se detecta biosintesis de malonil-CoA duran
te el estado de adulto farato, reapareciendo %a actividad
enzimltica de nuevo después de la emergencia del insecto,
que se incrementa de maneta ienta y constante con la edad
del insecto.

Por lo que se refiere a la sintesis total de &cidos
grasos- se aprecia un considerable incremento en el 42 es-



- 110 ~

tado de larva (6 dias de edad) y otro aumento de biosinte
sis en la fase de adulto farato ya cercano a la emergen-
cia. E1l pronunciado méximo de actividad que aparece duran
te el estado de larva puede correlacionarse facilmente
con el que también se observa en la Acetil-CoA Carboxila-
sa, si bien el méximo de esta segunda actividad exhibe un
pequefio desplazamiento, lo que parece 16gico dado que 1la
malonil-CoA producida por &sta es une de los sustratos de
la ulterior actuacién de la Acido Graso Sintetasa.

En las proximidades de la emergencia del adulto no apa
rece actividad significativa de Acetil-CoA Carboxilasa
por lo que la incorporacibdn isotbpica total en acidos gra
80s no puede relacionarse con un mecanismo de biosintesis
"de novo". Ello estaria, sin embargo, de acuerdo con la
hip6tesis anteriormente apuntada de un mecanismo de elon

gacidn mitocondrial.

3.1.2. ESTUDIOS SOBRE LA NATURALLZA ADAPTATIVA DE LA ACI-
DO GRASO SINTETASA EN LARVA

Otra serie de experiencias sobre la influencia del es-~
tado nutritivo del insecto -ayuno y realimentacién- (174)
da lugar a los resultados que aparecen en la figura 5.

Un ayuno de 4 a 6 horas suprime la sintesis de &cidos
grasos en el insecto de una forma répida. Cuando 24 horas
después se realimenta la larva, un periodo de 4 horas es
suficiente para estimular de nuevo la actividad enziméti
ca alcanzéndose los méximos valores de,ésta‘S horas des-
pués de 1la realimentacién a pesar de tratarse de un momen
to del estado larvario en que la biosintesis es ya muy ba

ja.
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Los valores mas altos de actividad enzimatica para la
larva realimentada corresponden a la dieta normal, siendo
la dieta rica en &cidos grasos la que da la respuesta
adaptativa mé&s pequefia.

Cambios de este tipo:se han apreciado en la actividad
de la Acido Graso Sintetasa de higado de mamiferos y de
aves en funcibn del estado nutricional del animal (158,
161,166). Este tipo de variaciones también se ha observa-
do a 1o largo del desarrollo del higado y cerebro de rata
(95,165), hfigado de ratdn (96) y de pollo (166) en los
que la actividad de la enzima aumenta extraordinariamente
en el higado al destete del ratbn o la rata o a la ecle~
sibén del pollo, al pasar de una dieta rica en grasa a otma
de bajo contenido en grasa debido a la aceleracibn de 1la
sintesis de la enzima. Ello est& también de acuerdo con
los valores obtenidos en la figura 5 donde la larva, que
tiene una alimentacibn exégena responderia principalmente
a unos patrones de biosintesis. "de novo" mientras que el
adulto farato que se encuentra en un estado de aislamien=
to respecto al exterior usaria principalmente un mecanis-
mo de elongacidn.

Un caso similar al de pupa de sistema metabdlico cerra
do podemos encontrarlo en embribnes de pollo y asimismo,
en cierta medida, en fetos de mamiferos. En el primer ca-
so (173) 1la actividad de Acido Graso Sintetgsa es muy ba-
ja en dicho estado frente a los valores alcanzados una
vez alimentado el pollo, mientras que la eléngacién mito-
condrial mantiene sus valores normales en ambos estados.
En el segundo caso (175) se ha podido observar la ausen-
cia de mecanismo de biosintesis ®"de novo" en feto, siendo
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el mecanismo predominante en adultos.

3.2. VALORACION DE LA ACIDO GRASO SINTETASA

Utilizando como referencia el método de valoracidn usa

do en higado de rata (142) y teniendo en cuenta que las

condiciones
a otras, se
Acico Graso
res, tiempo
to y pH del
la obtenida

minutos.

experimentaleé pueden variar de unas especies
ha puesto a punto un método de valoracidn de

Sintetasa variando concentraciones de cofacto
de incubacibn, concentracibdn de tampbn fosfa-
medio. La preparacidén enzimdtica utilizada es
después de centrifugar a 5,000 x g durante 10

Los resultados obtenidos son los siguientes:

3.2.1. PRESENCIA DE COFACTORES EN EL MEDIO DE INCUBACION:

TABLA 1

n¥oles/ml nmoles/ml nmoles de

Acetil-CoA malonil-CoA &cido graso formado
2.5 12.5 0.190
2.5 25.0 0.363
2.5 50.0 0.468
2.5 75.0 0.530
5.0 12.5 0.243
5.0 25.0 0.387
5.0 50.0 0.563
5.0 75.0 0.650
12.5 12.5 0.417
12.5 25.0 ' 0.531
12.5 50.0 0.750
12.5 75.0 0.990

i ncr, et
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La mezcla de incubacién es, en umoles/ml, EDTA 4.2,
mercapto-etanol 3.6, NADPH 0.3, fosfato potésico 250
(pH 7.5), cantidades variables de malonil=CoA y Acetil-
—coa 1Y% (0.025 pCi) y 10 mg de proteina en un volumen
total de 0.5 ml. La incubacién se realizb a 3!§C durante
30 minutos. |

De los resultados obtenidos (Tabla I, fig. 6) se eli-
gieron como concentraciones suficientemente 6ptimas de
acetil-CoA y de malonil-~CoA 12.5 y 50 nmoles/ml, respec-
tivamente. Estas concentraciones, junto con las indica-
das en la Tabla I, seran las utilizadas en las siguien-

tes tablas cuando se hable de condiciones estandar.

3.2.2. TIEMPO DE INCUBACION

TABLA 11
Tiempos de incubacibdn nmoles de &cido graso formado
5 minutos : 0.531 -
10 " 0.574
20 " 0.566
30 " 0.536

Mezcla de incubacién estandar.

El tiempo de incubacién (Tabla II, f£ig. 7) no parece -
influir ﬁucho, dentro de 103'1;mites experimentados, en
la formacién de &cidos grasos.VSe toma como tiempo de in

cubacibén en condiciones estandar 10 minutos.
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3.2.3. CONCENTRACION DE PROTEINAS

TABLA II1
Concentracién de proteina nmoles de &cido graso
mg/ml de incubacidn formado
2.6 0.771
5.2 0.546
7.8 0.403
10.4 0.273
13.0 0.213
15.6 0.228

Mezcla de incubacibédn estandar. Varia la concentracibn
de proteina. |

Como puede verse (Tabla III, fig. 8) la actividad enzi
mética disminuye al aumentar la concentracién de protei-
nas. Esto puede deberse a una competencia por la acetil-
-CoA entre la Acido Graso Sintetasa y otros sistemas en-
ziméticos presentes en el homogeneizado crudo y que viene
favorecida hacia éstos iltimos al aumentar la concentra-
cibén de proteina.

Cuando se repite este experimento utilizando enzima pu
rificada (3.8.3.2.) se ve una proporcionalidad entre con-
centracidén de proteina e incorporacidn de acetil-CoA en
dcidos grasos. |

Para obtener resultados cbmgarativos entre diferentes
experienciasise utilizb’siemprella misma concentracién de

proteina.
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3.2.4. FOGERZA IONICA DEL MEDIO DE IRCUBACION

TABLA IV
Concentracidédn de fosfato nmoles de acido graso
pmoles/ml incubacién formado
10 0.375
50 0.770
100 0.810
200 0.845
300 0.828

Mezcla de incuba¢ién estandar. Varia concentracién fos
fato.

Entre 100 y 300 pmoles/ml la actividad enzimética es
la misma (Tabla IV, fig. 9).

|
3.2.5. INFLUENCIA DEL PH DE INCUBACION

TABLA V
‘ nmoles de icido graso

pH de incubacidn formado

6.5 0.084

6.8 0.102

7.1 0.120

7.4 0.125

7.7 ' 0.108

8.0 0.084
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Mezcla de incubaciédn estandar. Varia pH.

De estos resultados (Tabla V, fig. 10) puede deducirse
que el pH al que la enzima exhibe su mé&ximo de actividad
en homogeneizado crudo se sitia en las proximidades de
7.4 por lo que seguimos utilizando el de 7.5 que inicial
mente se habia elegido. Esta eleccibn se hablia basado en
los resultados de formacibédn de &cidos grasos obtenidos
con homogeneizado crudo de larva utilizando como precur-
sor radiactivo acetato 14C.

De todos los experimentos anteriormente indicados se
concluyen unas condiciones de incubacién para la valora-
cién de actividad de la Acido Graso Sintetasa que se uti
lizar§ como MEZCLA DE INCUBACION ESTANDAR. Dicha mezcla

esti formada pbr:

EDTA 4,2 umoles/ml de incubacién
mercapto etanol 3.6 " -

NADPH 0.3 . »

fosfato potésico 0.25 M (pH 7.5)

Acetil-CoA 12,5 nmoles/ml de incubacién (0.025
Malonil-CoA 50 nmoles/ml de incubacién uci)
Proteinas 10 mg

Incubacibén a 379C durante 10 minutos.

3.3. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA BIOSINTESIS DE ACIDOS
GRASOS EN DISTINTOS MOMENTOS DEL DESARROLLO

Una vez puesto a punto un'método_de valoracibén de 1la
actividad de la Acido Graso Sintetasa se prgcede a su
utilizacién en larva de 6 dias y adulto farato de 5 y 8
dias. BEstos tres momentos del desarrollo som representa-
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tivos de las diferentes situaciones de biosintesis de &ci
dos grasos que pueden aparecer en ambos estados de larva
y adulto farato. Como ya se ha visto anteriormente, la
larva de 6 dias corresponde a un maximo de biosintesis de
4cidos grasos mlentras que el adulto farato de 5 dias no
presenta casi act1v1dad dé biosintesis y el adulto farato
de 8 dias vuelve a presentar un méximo de actividad.

La valoracién se realiza en homogeneizados totales y
en fracciones subcelulareé (mitocondrial, microsomal y so
luble) para ademés de conocer la existencia del sistema
de biosintesis de novo, comprobar su 1oca1izacién[celu1ar.

TABLA VI
adulto farato

Larva 6 dias 5 dias 8 dias
Homogeneizado total 0.860 0.007 0.036
F. mitocondrial 0.050 0.007 0.005
F. microsomal
12 lavado 0.388 - -
F. microsomal
22 lavado 0.168 - -
F. microsomal 0.143 0,006 0.008
F. soluble 1.821 0.012  0.041

Los resultados estin dados en nmoles de $cidos grasos
formados. La concentracibén de proteina utilizada fue la
misma en todas las valoraciones.,

De los resultados obtenidos puede deducirse que 1la bio
sintesis "de novo®" ocurre solo en el estado de larva, no
produciéndose en adulto farato. Dicha capacidad de biosin
tesis esté localizada en la fraccién soluble dado que des
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pués de dos lavados de la fraccibédn microsomal la activi-
dad remanente en ésta es de un 8%.

Como comprobacibén de la hipbtesis recogida en la intro
duccidn se procedibd a la puesta a punto de un método de
valoracidn de sintesis de &4cidos grasos en mitocondrias;
dicho mé&todo se utilizd en la evaluacibédn de la fraccibdn
mitocondrial de larva de 6 dias y adulto farato de 8 dias.

TABLA VII
nmoles de &cido graso
formado

Larva de 6 dias mg prot/ml Sistema I Sistema II
Mitocondrias intactas 11.2 1.144 1.250
Mitocondrias rotas 12.1 1.185 1.427
Adulto farato 8 dias
Mitocondrias intactas 10.75 0.543 0.645
Mitocondrias rotas }1.0 0.535 0.648

El sistema de incubacibén utilizado es el descrito en
materiales y métodos (2.5.1.).

Las valoraciones estén’realizadas con 0.25 mg de pro-
teina.

Por lo tanto queda demostrado que en larva de 6 dias
tiene lugar tanto la biosintesis "de novo" como la elonga
cibén mitocondrial, mientras que en adulto farato de 8
dfas no se produce biosintesis de novo pudiendo ser la mi
tocondrial la responsable del m&ximo de actividad que apa

rece en dicho estado de desarrollo.
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3.4. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA ACIDO GRASO SINTE-
TASA DE LARVA DE 6 DIAS

Para proceder a dicho aislamiento usamos como esquema
inicial el utilizado para hfigado de rata por Hsu (142).

Como iremos viendo a continuacién cada una de dichas
etapas se somete a una revisibén experimental utilizando
finalmente el esquema de aislamiento que se ha encontrado
mis idéneo para el sistema enzimético procedente del in-

secto.

3¢4.1. OBTENCION DE FRACCION SOLUBLE

El homogeneizado inicial (150 g larva/75 ml de tampbén
fosfato 0.1 M, 5 mM EDTA, pH 7.5), se somete a una prime-
ra centrifugacibédn a 34,800 g durante 15 minutos para la
eliminacién de restos celulares. E1 sobrenadante, dividido
en 4 fracciones iguales, se somete a distintas condiciones
de centrifugacibn, valoré&ndose posteriormente cantidad de
proteina obtenida y actividad de Acido Graso Sintetasa.

TABLA VIII
|

nmoles de &cidos
Ooperacibn realizada 1 prot/ml grasos formados
34,800 g x 15 minutos : 60 . | 0.283
34,800 g x 60 minutos _ 48 0.315
95,250 g x 30 minutos 47.5 1293
95,250 g x 60 minutos 40.75 0.309
95,250 g x 90 minutos 39.25 0.296

La actividad de 1a Acido Graso Sintetasa es muy similar
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ESQUEMA INICIAL DE AISLAMIENTO

Preparacién del homogeneizado con 150 g de larva en 75
ml de tampbn fosfato O.1 M, 5 mM de EDTA (pH 7.5).

Centrifugacibdn 1,000 g durante 30 minutos

pﬁﬁo SObreﬁadante

Centrifugacibén 100,000 g durante 60 minutos
SQbr:nadante pﬂﬁo

Tratamiento con (NH4)2804 entre el 25 y 40%
Sobrenadante | ppdo entre 25 y 40%

Redisolucién en 50 ml de tam
pbn fosfato 0.02 M, 5 mM
EDTA (pH 7.5) durante 60 mi-
nutos.

Centrifugacién 18,000 g durante
i 30 minutos

v v
Sobrenadante ppdo

Tratamiento con gel de fosfato célcico
5 minutos de agitacibén

CentrifugaciPn 4,000 g durante 10 minutos

¥ ¥
ppdo sobrenadante

3 lavados con 10 ml de
tampbén fosfato 0.1 M,
S mM EDTA (pH 7.5)

Las fracciones activas se refinen y se pasan por colum=
na de DEAE celulosa eluyendo con tampdn fosfato a PH 7.5
de concentracién creciente. La fraccién activa obtenida
por este proceso se pasa a continuacién por Sephadex
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en los cuatro casos por lo que la eleccién de la centrifu
gacién a 95,250 g»durante;90 minutos se debe a que la

fraccibn soluble obtenida es m4s clara (por lo tanto con
menos contaminaciones de fraccibémn microsomal) que la rea

lizada durante una hora.
3+.4.2., PRECIPITACION CON SULFATO AMONICO

3.4.2.1. Condiciones de la precipitacién

El sistema seguido para el estudio es:

Homogeneizado (200 g larva/100 ml tampédn fosfato
0.1 M, 5 mM EDTA, 1 mM
mercapto etanol, pH .

7.5)
Centrifugaciédn 34 800 g durante 15 migu-
v ¥
ppdo Sobrenadante

Centrifugacidn 95,250 durante qugi-
¢(Valorac16n control)

v _
ppdo Sobrenadante
Precipitacién con (NH4)2SO a distintas
3 : ' 3 c¢ﬁcentraciones
Sobrenadante ppdo

(Valoracién control)

Redisolucién en tampbdn fosfato
0.02 M, 5 mM EDTA (pH 7.5)

Volumen de redisolucién 5 ml. Tiem
PO 40 minutos l

Valoracién de proteina recuperada
y actividad de Acido Graso Sinte-
tasa.
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TABLA IX

Control Ultracentrifugacibn (25 mg/ml) - 1,439 nmoles de
&cido graso formado

Precipitado
Sobrenadante redisuelto

nmoles de - nmoles de

&4cido graso &cido graso
Operacién mg/ml formado mg/ml formado
Precipitacién
al 15% 21.8 1.513 0.3 0.635
entre 15 y 25% 21.6 ' 1.358 0.3 0.471
entre 25 y 45% 15.0 0.112 18.0 1.795
entre 45 y 70% 4.25 0.005 17.5 0.137

De estos datos no se puede deducir un limite de concen
tracibén de (NH4)2SD4 por debajo del cual no se produzca
la precipitacién de la Acido Graso Sintetasa. E1 limite
superior queda prbéximo al 45-50%.

A partir de esta experiencia elegimos como 1limite supe
rior el 50%. En experiencias posteriores se comprobd lo
acertado de esta eleccibn, como puede verse en la siguien

te tabla.

TABLA X
Ultracentrifugacifn Sbte 50% . Redis. ppdo 50%
1.264 0.094 1.541
1.160 0.017 1.484
1.166 0.018 1.231

Los resultados vienen dados en nmoles de &cidos grasos
formados. Tados valorados en iguales condiciones de cone
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centracién de protefima (0.15 mg/ml).

3.4.2.2. Incidencia del (N3412 0, sobre el pH control
Se realizan medidas del pH durante el proceso:

- antes de la precipitaciémn pH 7.5

- sobrenadante (NH SO4 ee PH 6.7

4)2
- precipitado redisuelto .. PH 6.9
Comparado con los datos obtenidos en el estudio del pH
en el medio de incubacibébn, la actividad baja a un 80% de-~
bido a la disminucibén del pH, por lo que é&ste debe mante-
nerse a pH 7.5 mediante la adicién de XOH durante la pre-

cipitacién con (NH ) 0,

3.4.2.3. Condiciones de redisolucién del precipitado

Se han estudiado: -—fuerza ibnica del tampédn de redig!
~concentraciédn de proteina
~tiempo de redisolucién

Esquema de la experiencia:

Homogeneizado (225 g larva/75 ml tampén fosfato 0.1
T M, 2 mM EDTA, 1 mM mercapto etanol

(pH 7.5))
Centrifugacién 34,800 g durante 15 minutos
Centrifugacibén 95,250 g durante 90 minutos

~ Precipitacién con (NH4) SO, al 50%

4

El precipitado obtenido se dividié en seis partes igua
les que se redisolvieron en taﬁbones 0.05 M, 0,15 M, 0.30
M (3 y 6 m1 con cada uno), tomando alicuotas a distintos
tiempos en las que se valora la cantidad de proteina recu
perada y la actividad de Acido Graso Sintetasaz.
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TABLA X1

' Vol. 20 minutos 40 minutos 60 minutos
Fosfato (M) (ml) mg/ml Act. mg/ml Act. mg/ml _Act.

52 0.183 50 0.208 52 0.201

3
0.05 6 32 0.178 32.5 0.153 33 0.157
3 50 0.182 51  0.207 50 0.147
0.13 6  30.5 0.152 29.5 0.219 30.5 0.123
3 50 0.207 52 0.162 50 0.156
0.30 6  30.5 0.155 20.5 0.147 32  0.173
Vol. 90 minutos 120 minutos
Fosfato (M) (ml1) mg/ml _Act. mg/ml  Act.
3 50 0.146 51 0.144
0.05 6 31.5 0.164 33 0.110
3 50 0.122 50 0.150
0.15 6 30,5 0.131  31.5  0.136
3 50 0.146 52 0.149
0.30 6 31.5 0.153  30.5  0.146

La actividad viene expresada en nmoles de &cido graso
formado.

Dado que entre 0.05 y Q15 estan las miximas activida-
des de Acido Graso Sintetasa se concluye la conveniencia
de seguir utilizando el tampdn fosfato potésico 0.1 M.
Ccomo tiempo de redisolucibdn se toma 40 minutos. No pare-
ce que la cantidad de tampén influya mucho sobre la redi-
solucién, dado que la cantidad total de proteina extraida
es muy parecida para ambos voltmenes de redisolucién, ob-
teniéndose en ambos casos una actividad casi andloga de 1la
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Acido Graso Sintetasa.

3¢4.3.1. Tratamiento con gel de fosfato cllcico

En el esquema inicial el paso siguiente a la precipita
cibn con sulfato ambnico, es la absorcibdn de la proteina
sobre gel de fosfato c&lcico y su posterior elucién por
lavados sucesivos con tampdn fosfato 0.1 M.

Inicialmente se han utilizado 4 g de gel para absorber
aproximadamente 800 mg de proteina (en unos 40 ml). Los
resultados indican que se retiene muy poca proteiha sobre
el gel y aunque el lavado presenta fuerte actividad de
Acido Graso Sintetasa, se recupera poca proteina, presen-
tando alta actividad también la proteina no retenida so-
bre el gel. Esto ha conducido a un estudio de las concen-
traciones relativas gel/proteina para tratar de estable-

cer las condiciones Sptimas para el tratamiento.

3.4.3.2. Relacidn gel/proteina

La redisolucibédn después del tratamiento con (NH4)2SO4
se divide en cuatro partes iguales, cada una de 161 mg de
proteina 15 ml a las que se somete a tratamiento con dis-

tintas cantidades de gel.

TABLA XII
. nmoles de &cido
Controles: mg/ml _graso formado

Sobrenadante ultracen
trifugacibn 29.00 0.214

Redisolucién del pre-
Cipitadc al 50% 10.75 0.311
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0.8 ggel _1.2 ggel _1.6 g gel 2 g gel
mg/ml _Act. mg/ml _Act. mg/ml _Act. mg/ml Act.

Sbte tra
tamiento . l
con gel 8078 0.240 6075 00523 6025 00480 7.75 00628

12 lava=-
do .1 M
(10 m1) 0.225 0.645 0.3 0.470 0.215 0.687 0.29 0.969

22 lava=-
do 0.1 M :

La actividad viene expresada en nmoles de acido graso
formado.

A la vista de los anteriores resultados se utilizd la
relacibén gel/ppoteina 5. Sin embargo el comportamiento en

el tratamiento oscila mucho de unas experiencias a otras:

TABLA XIII

A B C
mg/ml _Act. mg/ml _Act. mg/ml _Act.

Redisolucibédn del

Sbte tratamien-
to con gel 11.75 0.038 26.25 0.147 27g25 0.781

12 lavado 0.1 M 0.54 0.334 1.05 0.649 0.0755 0.874

2¢ lavadd O.1 M 0.1 0.090 0.125 0.579 0.1 0.592
D B

! mg/ml Act. mg/ml Act.

Redisolucibn del ppdo

al 50% 27.75 1.695 42.25 1.0293
Sbte tratamiento con gel ‘25 1.478 40.75 0.902
12 lavado 0.1 M 0.605 0.954 1l.44 0.225

22 lavado 0.1 m | 0.1  1.022 0.33 0.105
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Por este motivo y dado que, como se comprueba poste-
riormente, la utilizacién de este método no es imprescin
dible para la obtenciédn del sistema enzimético puro, no
se tiene en cuenta su utilizacién. |

3.4.4. DIALISIS; TRATAMIENTO CON SULFATO DE PROTAMINA

Antes de realizar el tratamiento con DEAE-~celulosa, es
conveniente la eliminaciédn de las sales remanentes del

tratamiento con (NH,6) SO, y de los &cidos nucléicos que

472774
puedan estar presentes, ya que estos dos factores pueden
alterar las condiciones de retencién de la proteina por

el cambiador iénico.

3¢4.4.1. Diflisis

Cuando la di&lisis se realiza en bolsas de didlisis du
rante la noche en cémara fria frente a tampén 0.01 M, la
actividad enzimética baja a un 40% del valor inicial.

TABLA XIV

nmoles de acidos
mg/ml de proteina grasos formados

antes de la

diflisis 18.6 1.877
después de 1la did

lisis (muestra I) 15.6 0.759
después de 1a did _

lisis (muestra II) 15,8 0.738

Ademés aparecen agregados de la proteina, que es nece-
sario eliminar por centrifugacién.
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Por este motivo se utiliza el método de didlisis des-
crito en materiales y métodos (2.3.4.) en un Dializer

b/HFD-1 con 10s siguientes resultados:

TABLA XV
I
nmoles de &cido
n.q/ml graso formado
Prueba I antes dl&llSlS' 15 0.225
después diflisis 13.5 0.274
Prueba IT antes didlisis 16 1.231
después diflisis 14 1.450

3.4.4.2. Precipitacibn con sulfato de protamina

La experiencia se realiza segin el siguiente esquema:

Redisolucibén ppdo (NH 0, al 50% dializada (1)

4)2

Precipitacién con sulfato de protamina (0.12 mg/ml
protefna) en soluciéf 1% en fosfato 0.1 M

v K
ppdo Sobrenadante (2)
gzaégizzlégu precipitacidén con
cle}cos) - c (¥H4)2304 .
Redisolucién ppgo sbte (3)
tampbén fosfato 0.1 M Redisolucién en
‘ J L 1 tampén fosfate 0.1 M
ppdo sbte (5) pgho ~ sbte (4)

Con el control (5) se trata de comprobar si el preci-
pitado es de &cidos nucléicos o de proteina.
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TABLA XVI
mg/ml . nmoles de &cidos
prot. ml obtenidos mg totales grasos formados
1 5.25 25 131.00 0.832
2 2.35 25 58.17 1.418
3 0.07 25 1.75 0.040
4 3.80 15 57.00 1.350
5 0.205 50 ~ 10.25 0.953

3.4.4.3. Valoracibédn de &cidos nucleicos

Se obtienen 78 mg de acidos nucleicos en 500 mg de pre
cipitado producido por el tratamiento con sulfato de pro-
tamina. Junto con los &cidos nucleicos precipita Acido
Graso Sintetasa en una proporcién apreciable; por lo tan-
to y como se controla la retencifén de Acido Graso Sinteta
sa en DEAE-celulosa no es necesaria su utilizacién, cosa
que se confirma posteriormente dado que en la fraccibn
que contiene la actividad enzimdtica despué$ del trata-
miento con DEAE-celulosa no aparecen &¢idos nucleicos.

3+.4.5. TRATAMIENTO CON DEAE-CELULOSA

Inicialmente se ha utilizado el método de elucibn con
gradiente discontinuo de tampbén a través de una columna
que contiene el DEAE-celulosa.

Las figuras 11 a 16 corresponden a algunas de las expe
riencias realizadas.

Fig. 11: lavados de gel de fosfato calcico

|
3ml (= 0.3 mg) Actividad: nmoles de &cidg
graso formado 0.23



Fig. 12:

Fig. 13:

Figo 14:

Fig. 15:

Pig. 16:
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Redisolucién del precipitado de. (NH4)2804 al
50% dializada. 50 mg proteina. Act. 1.295 nmo

les de Acidos graso formado.

Redisolucibn del precipitado de (NH4)2804 al
50% dializada. 800 mg proteina. Act. 0.233

nmoles de &cido graso formado.

Sobrenadante del tratamiento con gel ¢ 12 y
22 lavados 0.1 M. 15 mg proteina. Act. 0.168
nmoles de acido:graso formado. |

1T 1lavado 0.1 M de gel de fosfato célcico.
18.8 mg de protefna. Act. 1.897 mmoles de &ci

do graso formado.

1T lavado de gel de Posfato cllcico. 18 mg
proteina. Act. 0.954 nmoles de 4cido graso

formado.

Del estudio de estos resultados se desprende que bajo
las condiciones utilizadas, el tratamiento con DEAE-celu-

losa no queda controlado. Por tanto se procede a realizar

dicho tratamiento por agitaciém con cargas aisladas, rea-

lizandosq una experiencia para contrastar l1os resultados
obtenidoé por este método y por el de tratamiento en co-

lumna.

El esQuema global de la @xperiencia es:
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Redisoluciédn del precipitado al 50% de (NH ) 804 dia-

; 7 ) lizada
Tratamiento con Tratamiento con Tratamieato con
gel de fosfato DEAE-celulosa en DEAE-~-celulosa
célcgco columna SEST en vaso de pre-
Sbte 19"1ava 29 lava cipit‘dzs
(prot. do gel~ do gel
no ab- l |
sorbida) p . { miento con DEAE-

-Ccelulosa en columna
a

Los resultados obtenidos son?:

a)

b)

Tratamiento con gel de fosfato cllcico y tratamien

to con DBAE-celulosa.
Act. nmoles de aci
do graso formado

Proteina no retenida (4.3 mg/ml) 2.866
1€T lavado - (1.37 mg/m1) 1.649
22 lavado (0.08 mg/ml) 0.640

La Fig. 17 corresponde al tratamiento con DEAE=ce-
lulosa: Muestra 8.14 mg de 1°T lavado gel.

El tratamiento con DEAE-celulosa en columna de la

* redisolucién dializada aparece en la fig. 18. Mues
- tra 14.+75 mg. Act. 5.150 nmoles de &cido graso for

mado.

Tratamiento en vaso de precipitados de la redisolu
cibén dializada.
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TABLA XVII
nmoles de &cido graso
| ‘mg/m1 formado
Sobrenadante "~ 0,152 | 0.816
lavado 0.01 M - 0.092 0.342
lavado 0.3 M - 0.103 : 1.305
22 lave. 0.3 M 0.052 0.337
lavado 0.5 M 0.097 0.196

que parece indicar que se logra una mayor retencién de la

proteina sobre el DEAE-celulosa.
Posteriormente, un aumento de la relacidn DEAE-Celulo-

sa/proteina, condujo a una mejor retencidén.

TABLA XVIII

ml de
tampén nmoles de &cido
utilizados mg/ml _graso formado
Sobrenadante 100 0.99 0.146
1%¥ 1avado 0.01 M 75 0.56 0.099
22 lavado 0.01 M 75 ‘0429 0,075
12 extraccién 0.3 M 75 0.98 . 2.405
28 extraccibébm 0.3 M 75 0.90 2.596
32 extraccibédn 0.3 M 75 0.64 1.924
lavado final 0.5 M 75 0.41 0.891

Los resultados son reproducibles: queda controlado el
tratamiento. E1 método ademé&s permite la recuperacién de
la proteina, en casos de una mala retencibén, por repeti-
cién del tratamiento. Asi, por ejemplo si obtenemos
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TABLA XIX

ml de
tampédn
utilizados mg[ml

Redisolucibn dia

lizada 100 12.00
Sbte tratamiento

DEAE-Celulosa 100 2.75
1°T 1avado 0.01 M 75 0.73
22 lavado 0.01 M 75 0.40
12 extraccibén 0.3 M 75 1.35
2® extraccibén 0.3 M 75 1.08
32 extraccién 0.3 M 75 0.57
lavado final 0.5 M 75 0.57

nmoles de &cidos
_grasos formados

1.450

1.392
0.837
0.074
1.687
0.125
0.981
0.462

El sobrenadante y primer lavado poseen bastante actividad

de Acido Graso Sintetasa. La mezcla de ambos sometida a

un nuevo tratamiento con DEAE-celulosa, en iguales condi-

ciones, rinde los resultados de la Tabla XX.

TABLA XX
ml de
tampén nmoles de &cidos
utilizados mg/ml _grasos formados
Sobrenadante 100 0.54 ~ 0.039
1T 1avado 0.01 M 75 0.31 0.029
22 lavado 0.01 M 75 . 0.18 0.038
12 extraccibén 0.3 M 75 " 0.53 1.560
22 extraccién 0.3 M 75 0.28 1.475
32 extraccién 0.3 M 75 0.50 1.255
lavado final 0.5 M 75 0.175 0.390
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3.4.6. CROMATOGRAFIA SOBRE SEPHADEX G-150
La elucién se realiza con tampbn fosfato 0.25 M.

En las miltiples experiencias realizadas aparecen dos
perfiles de eiucién. E1 primero de ellos consta de dos pi
cos, uno de ellos corresponde al volumen de exclusibn y
el otro bastante alejado de aquél.

El segundo perfil posee tres picds. dos coincidentes
con los del caso anterior y el tercero con un volumen de
elucién que podria corresponder a una proteina de peso mo
lecular mitad de la que eluye con el volumen vacio.

Ambos perfiles de elucibén aparecen en las figuras 19 y
20. '

Fige. 19: 1.8 mg de enzima purificada. Act. 1.331 nmo-

les de &cidos grasos formados.

Pig. 20: 1.8 mg de enzima purificada. Act. 2.887 nmo-

les de 4cidos' grasos formados.

En cuanto a la actividad enzimitica aparece en el pico
inicial en los dos casos pero también en el pico interme-
dio del 22 caso, lo cual podria deberse a que la proteina
se disocia en el proceso de aislamiento y la actividad
que exhihe corresponde a la reasociacibn que tenga lugar
durante el proceso de valoracién. |

El que la actividad aparezca en el volumen de la colum
na de Sephadex G-150 (volumen de exclusibén 400,000) indi-
ca que se trata de un complejo multienzimatico.

La existencia de una protéina de peso molecular mitad
procedente del complejo multienzimltico se ha confirmado .
cuando se determina el peso molecular de la enzima en Se-

Phadex G-2°O (30801.10)-
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3.4.7. BSQUEMA ACTUAL DE AISLAMIENTO Y PURIFICACION

De los estudios anteriores se concluye como método 6p-
timo de purificacién de Acido Graso Sintetasa el siguiente:

Preparacién del homogeneizado en tampédn 0.1 M fosfato,
2 mM EDTA, 1 mM mercapto-etanol a pH 7.5 (150 g larva/
/75 m1 tampbn)

Centrifugaciébn 34,800 g x 15 minutos
(eliminacién de particulas groseras)

UltracentrifugaciQn 95,250 g x 90 minutos
pgdo SObrenad;hte

Tratamiento con (NH4) S0, al 50%
adicibén lenta con agitacidn mag-

nética suave durante 45 minutos.
Centrifugacién 34,800 g x 30 minutos
ppdo . sbte

Redisolucién en 100 ml de tampdn fosfato
0.1 M, 2 mM EDTA. 1 mM mercapto-etanol
PH 7.5 (40 minutos de contacto)

Centrifugacién 34,800 g x 30 minutos
\ 2 L7
ppdo Sbte

Di&lisis en Dializer b/HFD-1 du
rante 2 horas frente a 3 litros
de tampbédn fosfato 0.1 M, 2 mM

EDTA, 1 mM mercapto-etanol pH7.5

v
Preparado enzimdtico libre de sales

Tratamiento con 150 g de DEAE~
-celulosa, agitacién 1 hora

Sbte 12 lavado 28 lavado 12 0e3M 22 0.3M 32 0.3M 0.5 M

fosfato fosfato 0.01 . : ¢
0.01 M (50 m1) (50 m1) (50 m1) (50 m1l) 50 ml
(50 m1) ,

Concentracién en diaflo a 10¢m1 lo‘tmi 10¢m1

paso por columna de Sephadex G=150
(eluciédn con tampbédn fosfato 0.25 M, 2 mM
EDTA, 1 mM mercapto-etanol pH 7.5%)
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Se obtienen dos picos;§e1 12 correspondiente al volu-
men de exclusién es el que presenta fuerte actividad
de Acido Graso Sihtetasa.

3.5. CONSERVACION DE LA ENZIMA EN LAS DISTINTAS ETAPAS DE
SU PURIFICACION

Dado lo prolongado del proceso de aislamiento y purifi
cacién de la enzima, era preciso conocer 1los momentos més
adecuados del proceso en 1los que su interrupcién conduje-
ra a minima pérdida de actividad.

3.5.1. PRECIPITACION CON (NH4)2SO4

El precipifhdo obtenido se divide en dos partes: una
de ellas se redisuelve en el momento, valoréndose una ali
cuota y almacenando el resto a =142C para valorar 48 ho-
ras después. La otra parte se redisuelve a las 48 horas :

de su conservacidén a =142C,

TABLA XXI

Operacién nmoles de &cido graso formado
Redisolucién en el mo- : ;
mento y valoracibédn t=0 0.088
Redisolucibén en el mo-
mento y valoraciédn t=48
horas 0.046
Redisolucién a las 48 ho-
ras y valoracién inmediata - 0.218

Hay una pérdida de actividad en la fraccién redisuelta
pero no asi en el precipitado conservado a -~14%C.
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Con objeto de evaluar la conservacibédn de la actividad
en la fraccibn precipitada mantenida a ~149C se lleva a
cabo otra experiencia dividiendo el precipitado en seis
partes51gua1es. que se redisuelve en dias sucesivos.

TABLA XXII

nmoles de &cido

Operacién graso formado
Redisolucibébn en el momento 0.202
- a las 24 horas | 0.173
" a las 48 horas 0.386
" a los 4 dias | . 0.432
" a. los 7 dias 0.034

T a los 12 dias '  0.186

En esta ocasién el almacenamiento se hizo a -142C y ba

jo atmbésfera de N,. !

3¢5.2. LIOFILIZACION DE LA PROTEINA
|

La proteina redisuelta después de la precipitacién con
(NB4)2304 ’
actividad. Para ello se divide el liofilizado en cuatro
partes iguales valor&ndose dos de ellas en el momento de

se liofiliza y observa el mantenimiento de la

su obtencibén disueltas en tampdn fosfato O.1 M a pH 7.5 ¥y
almacenindose las otras dos en ampollas cerradas bajo at-

mbésfera de N, para valoraciones posteriores.,

-
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TABLA XXIIII
‘ * nmoles de &cido graso

Operacién formado
Control antes de liofilizar 0.354
Después de liofilizar 0.476
A los 10 dias después de haber
liofilizado : , 0.151
A los 25 dias después de haber
liofilizado 0.114

Es decir, no es adecuada la liofilizacién en esta eta-
pa de purificacibén puesto que hay pérdida significativa
de la actividad.

Por 1o tanto podemos detener el aislamiento en la eta-
pa de precipitaciédn con (NH4)2804, conservando el precipi
tado a -148C bajo atmbébsfera de Na.

3¢5.3. CONSERVACION DESPUES DEL TRATAMIENTO CON DEAE-CELU
LOSA

Se ha llevado a cabo una experiencia destinada a con-
trolar las condiciones de concentracién de mercapto-eta-
nol y de temperatura de almacenamiento més idbneas para
la conservacién de la act&vidad enzimdtica.
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TABLA XXIV

Control: Actividad inicial 1.883 nmoles de &4cido graso
formado

Temperatura de mercapto-etanol
almacenamiento concentracién (mM) Act. 1 dfa Act.5 dias

1.0 0.910 0.272

42C 3.5 1.380 0.352
6.0 1.666 0.342

1.0 0.789 0.346

- =18¢C 3.5 0.583 0.466
6.0 0.303 0.310

1.0 1.724 1.359

-602C 3.5 1.913 2.016
6.0 0.879 0.736

La temperatura a la cual es més estable la enzima es
-6092C y la concentracién de mercapto-etanol entre 1 y 3.5
mM. o

Se hace otra prueba controlando condiciones ya exclusi

vamente a -60%C.

TABLA XXV
Actividad inicial 1.810 nmoles de &cido graso formado

mercapto-etanol

concent. (mM) 2 dias 4 dias 6 dias lo‘dias 13 dias
1 1.775 1.459 1.057 .030 1.037
3.5 1.796 1.399 1.038 0,973 - 0.876
6 1.713 1.096 0.923 0,908 0.896

La conservacién de actividad es total a los 2 dias
(tiempo suficiente para proseguir el aislamiento), y que-
da reducida aproximadamente al 60X en los 13 dias siguien

tes.



- 140 -~

En cuanto a la concentracién de mercapto-etanol, se uti
liza la 1 mM por ser la que mas lentamente admite la pér-

dida de la actividad de Acido Graso Sintetasa.
|

3.5.4. CONSERVACIUN brorunS DEL TRATAMIENTO CON DEAE-CELU-
LOSA DE PROTEINA CONCENTRADA EN DIAFLO

La protefna una vez concentrada se divide en dos partes
iguales que se conservan a -60¢C y que se valoran a las 24

y 48 horas siguientes.

TABLA XXVI
nmoles de acido graso
formado
En el momento de su concentracidn 0.881
A las 24 horas ' 1.029
A las 48 horas 0.999

3.6, METODOS DE CONCENTRACION DE LA DISOLUCION DE PROTEINA

Después del tratamiento con DEAE-cCelulosa y con Sepha-
dez, se aobtiene una disolucibén proteica bastante diluida,
lo que obliga a su concentracibén para su posterior utiliza
cién en la cromatografia sobre Sephadex o su conservacién
para estudios posteriores.

Los métodos de concentracién que se han utilizado son
los siguientes:

a) Polivinil pirrolidona. Su utilizacién conduce a la

pérdida total de la actividad enzimética.

b) Sephadex. Se produce pérdida apreciable de actividad
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enzimdtica especifica y no se recupera la totalidad
de la protefna. '

c) Dializador b/HFD-1. Se recupera un 70% de la activi
dad enzimitica especifica pero se pierde un 50% de
la proteina iﬁicial.

d) Liphogel. Se conserva la totalidad de la actividad
enzimitica especifica pero se pierde un 50% de 1la
protefna.

e) Diaflo. Se conserva la totalidad de la actividad en
zim&tica especifica y no se pierde proteina, por 1o
que éste es el método de concentracién de proteinas

que se utiliza.

3.7. COMPROBACION DE LA PURIFICACION DURANTE EL PROCESO
DE AISLAMIENTO

Como criterios de purificacibdn se han utilizado:

a) El aumento de la actividad especifica a lo largo
del proceso de purificacibn (Tabla XXVII).

b) Cromatografia en columna de Sephadex G-200 donde
aparece un Gnico pico de peso molecular 560,000 (a
veces aparece un 22 pico de peso molecular mitad co
rrespondiente a la disociacibén de la proteina).

c) La electroforesis en gel de poliacrilamida, cuyos
resultados aparecen en las fotos adjuntas:

1) Proteina obtenida después de la ﬁltracentriﬁg
gacidn. o

2) Pioteina después del tratamiento con sulfato
ambnico.

3) Proteina después del tratamiento con DEAE-ce-



lulosa.
4) Proteina después del paso sobre la columna de

Sephadex G-~150.

|

G .',,

3.8. PROPIEDADES DE LA ACIDO GRASO SINTETASA

3.8.1. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

Para ello se utilizan dos procedimientos, cromatogra-
fia en columna de Sephadex G-200 y electroforesis en gel

de poliacrilamida en presencia de SDS.

3.8¢1¢1. DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES EN SEPHADEX
G=-200

Como se indica en la parte de Materiales y Mé&todos

(2.9.1.2.) se pasa una coleccibédn de proteinas de peso mo-
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lecular conocido a través de una columna de Sephadex
G-200 obteniéndose una curva patrén sobre la que se deter
mina el peso molecular de la Acido Graso Sintetasa.

La primera curva patrbén se realizd pasando una a una
las proteinas indicadas en la Tabla XXVIII a través de la
columna y eluyendo con tampbn fosfato potésico 0.1 M (pH
7.5). ' |

Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla XXVIII
y en la gré&fica 21.

TABLA XXVIII

PM mg. nm_ Velmi)
Azul dextrano - _ 58
Ferritina 540,000 0.5=-2 280 75
Catalasa 240,000 0.2 280 95
Aldolasa 158,000 0.5-1 230 100
AlbGmina - - 67,000 2 230 114
AlbGmina 45,000 1-3 230 123
Pepsina 35,000 1-2 230 122
Quimiotripsinbégeno 25,000 1-2 230 127
Citocromo ¢ 12,500 0.5~2.5 410 142
Acido Graso 560,000 1-2 280 74.5

Sintetasa 260,000 ' 89

Los valores de peso molecular para la Acido Graso Sin-
tetasa son de 560,000 y-260;000 daltons.

A la vista.de estos datos..se”impone conocer mas exac-
tamente la naturaleza de la curva en el intervalo 240,000~
~540,000 en el cual eluye la Acido Graso Sintetasa en su

forma disociada y por encima de 540,000. Para ello se re-



pite dos véces el proceso anteriormente descrito obtenién
dose los resultados expresados en las tablas XXIX y XXX y
en las graficas 22 y 23.

TABLA XXIX

Ve azul de dextrano 71-~75 ml.

tampédn fosfato potésico 0.25 M pH 7.5

M ng. am Ve (M)
Arginina descarboxilasa 822:883 1-2 250 7?;;6
Tiroglobulina 669,000 1-2 230 75-80
Ferritina 540,000 0.5-2 280  76-80
Catalasa | 240,000 0.2 280  94-97
Aldolasa 158,000 O0.5=1 230 95-99
AlbGmina 67,000 2 230 108-112
Albmina 45,000  1-3 230  130-133
Quimiotripsinégeno A 25,000 1-2 230 135-138
Citocromo ¢ 12,500 0.5-2.5 410 150-151

Acido Graso Sintetasa 560,000 1=2 260 76-80
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TABLA XXX

tampbn fosfato

Arginina
descarboxilasa

Tiroglobulina
Ferritina

Glutamato
deshidrogenasa

Fosforilasa A
Catalasa
Aldolasa
Albimina
Albimina -
Pepsina

Quimiotripsi-
nbgeno A

Citocromo ¢

Acido Graso
Sintetasa

Acido Graso 315

tetasa en SDS
al 0.05%.

Ve azul de dextrano 66-70 ml.

sbdico 0.25 M, 1 mM mercapto-etanol pH 7.5

M mge. nm ve (ml)
850,000 1-2 250 66=70
669,000 1-2 230 65-69
540,000 0.5=2 280 71-75
510,000 1-2 280 73-77
370,000 1-2 280 77-81
240,000 0.2 280 85-89
158,000 0.5-1 230 92-95
67,000 2 230 104-107
45,000 1-3 230 108-113
35,000 1-2 230 100-105
25,000 1-2 230 132-135
— 1-2 260 68-71 —> 560,000
-— 1-2 260 78-72 —> 280,000

105 ——> 80,000
112 —> 60,000
130 —» 25,000

En las tres experiencias realizadas la Acido Graso Sin

tetasa aparece con un peso molecular aproximado de =
560,000 daltons, habiéndose obtenido ademés en la primera
de ellas otra fraccibédn proteica con un peso molecular de
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260,000, es decir, aproximadamente la mitad del primero.
Esto puede relacionarse con lo obtenido en los complejos
multienzimticos de aves y de mamiferos en los que apare
ce como un dimero activo que se disocia en dos monbémeros
inactivos de peso molecular mitad.

Cuando se utiliza la proqeina tratada con SDS al 0.05%
aparece toda una serie de fracéiones que se corresponden
con los valores obtenidos cuando se realizan electrofore
sis en presencia de SDS comd veremos en el apartado si-
guiente. La fraccién de mayor peso molecular obtenida da
un valor de 280,000 por 1o que se puede considerar que
el tratamiento con SDS disocia el complejo en dos ménbmg

ros de peso molecular mitad.

- 3¢8.1.2. Determinacidn de pesos moleculares por electro-
foresis en prasencia de dodecil sulfato sbdico

La primera prueba se realiza utilizando como marcado-
res proteinas cuyos pesos moleculares estin comprendidos
entre 12,500 y 68,000, con un entrecruzamiento 1/37 (re-
lacibén bisacrilamida/acrilamida) y una reticulacién 7.5%.
El tiempo de electroforesis fue de 2 h. 30 min. a 80 vol
tios. | ;

Los geles, una vez destefiidos, se densitometran y la
movilidad se expresa como distancia del méximo de la ban
da al origen del gel. Algunas proteinas comerciales ori=-
ginan mlds de una banda, las que no se tienen én conside-~
racién a no ser que correspondan~é pesos moleculares de
las subunidades o de productos de agregacidn.

Al representar movilidad frente a‘,log. de peso mole-

cular se obtiene una recta (fig. 24):
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TABLA XXXI

Proteina ' M Movilidad
Pepsina 35,000 5.0
Tripsina 23,300 6.2
Citocromo ¢ 12.500 6.5y 8.7
Avidina 68,000 1.8
Lisozima 14,300 7.9
Alblmina de suero de caballo 68,000 2.7

Se hace una segunda prueba -en las mismas condiciones y
poniendo adem&s otro gel con L&ctico Deshidrogenasa (M =
= 160,000); en otros geles se ponen mezclas de las protei
nas utilizadas en la Tabla XXXI. Se obtiene una recta, pe
ro la LDH no entra en el gel, solamente se detecta la sub
unidad de peso molecular 36,000.

En las siguientes experiencias se trata de ampliar el
intervalo de pesos moleculares que pueden ser calculados
por electroforesis en SDS. Se estudia también 1o que ocu-
rre con reticulaciones del 5% y 3.5%, con el mismo tiempo
de corrido, e igual voltaje y entrecruzamiento. Al 3.5%,
debido a la poca consistencia de los geles no se obtienen
resultados satisfactorios. Los resultados del 5% aparecen
en la Tabla XXXII y en la fig. 25.

TABLA XXXII
Proteina M C Movilidad
Tripsina 23,300 7.9
Pepsina 35,000 5.2
Citocromo ¢ 12,500 10.3 y 8.2 (4)

Avidina 68'000 2.4 y 9.4 (S)
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Con una reticulacién superior, 10%, las movilidades de
las protefnas son menores; ello ofrece, por tanto, menor
interés, aunque también se obtiene una variaciém lineal
de la movilidad frente al log. del peso mo;ééular (Tabla
XXXIII, fig. 26).

TABLA XXXIIIX

Proteina M "~ _Movilidad
Citocromo ¢ 12,500 8.7 y 6.5 (d)
Lisozima 14,300 7.9

Tripsina 23,300 5.0

Pepsina 35,000 4.0

Avidina 68,000 1.3 y 8.5 (s)
Albfmina "~ 68,000 1.6

A continuacién, con las proteinas antes indicadas se
hace un estudio comparativo de movilidades a entrecruza-
mientos 1/37 y 1/60 (Tabla XXXIV, fig. 27).

TABLA XXXIV
Proteina Mov. 1/37 Mov. 1/60
Pepsina 5.8 10.0
Avidina 0.7 y 13.5 (s) 2.6 y 17.0 (s)
AlbGmina 0.4 2.0

La movilidad es mayor con entrecruzamiento 1/60, pene-
trando las proteinas de peso molecular mayor en el gel
més que con entrecruzamiento 1/37.

Se vuelven a estudiar distintos grados de entrecruza-

mientos con nuevas proteinas de pesos moleculares superio-
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res y con un tiempo de corrido de 5 horas (Tabla XXXV).

TABLA XXXV

B ' peso molecular
Proteinas M ne subunidades de subunidades
Fosfatasa
Alcalina 80,000 2 40,000
Ureasa 483,000 6 83,000
Amilasa 97,600 2 48,200
Piruvico
Quinasa 237,600 4 57,400

En la grafica 28, utilizando un entrecruzamiento 1/37
aparecen las subunidades; la movilidad es mayor con un en
trecruzamiento 1/60; penetrando'proteinas de peso molecu-
lar mayor.

En la gr&fica 29 se ve cémo aumentando el tiempo de
electroforesis a 7 horas la Piruvico Quinasa (M = 237,000)
penetra ya en el gel,

La siguiente experiencia se realiza con entrecruzamien
to 1/60, a 80 voltios, siendo el tiempo de corrido de 7
horas 30 minutos. Ademés dé proteinas patrones se pone €n
un gel Acido Graso Sintetasa (fig. 30), obteniéndose unc
movilidad inferior a la de la Piruvico Quinasa, por 1lo
tanto un peso molecular superior, del orden de 300;000.

En las siguientes experiencias, con 1/60, 80 voltios
durante 5 horas, se calcula el peso molecular de lé Acido
Graso Sintetasa a distintas reticulaciones: 7.5% yéS%-

Los valores obtenidos’a partir de la gréfica 31 sons
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TABLA XXXVI

Reticulacién . Peso Molecular
T 300,000
7.5% : 250,000
75,000
64,000

220.000
5% . 72,000
63,000

Habiéndose obtenido una banda que puede corresponder a
un peso molecular 300,000, se varia la relacibén bisacrila
mida/acrilamida para asi poder lograr una mayor penetra-
cién de la proteina en el gel. ‘

Se hacen dos estudios comparativos de entrecruzamien-
tos 1/60 y 1/80 con reticulaciones 7.5% y 5%, utilizando
como marcador una proteina de peso _molecular superior al.
de la Piruvico Quinasa, la Ferrina de 540,00Q0. E1 proble-
.ma que .presenta el entrecruzamiento 1/80 es la poca con-
sistencia del gel, sobre todo a reticulacidén 5%.

Para proteinas de elevado peso molecular (mayores que
250,000), no se obtiene una linea recta, sino una asinto-
ta al eje de ordenadas.

Los resultados obtenidos para Acido Graso Sintefasa
fueron (Tabla XXVII, figuras 33 y 33): o
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TABLA XXXVII

Entrecruzamiento Reticulacién M
1/60 5% 240,000
118,000
1/80 ‘ 5% 260,000
1/80 7 .5% 240,000
122,000
110,000

De estos datos se deducé la aparicién de una serie de
bandas correspondientes a la disociacién del complejo mul
tienzimético. La banda de mayor peso molecular responde a
un valor de 240,000 - 260,000 coincidente con el obtenido
en Sephadex G-200 para la proteina disociada.

La existencia de otras bandas de peso molecular menor
concuerda con los datos obtenidos en el apartado anterior
para la proteina tratada con SDS, coincidiendo aproximada
mente con los de alguna de las experiencias realizadas
con gel. Estas bandas pueden asignarse a cadenas polipep-
tidicas disociadas del complejo; no ha lugar, de otro la-
do, a su consideraciédn como impurezas_puesto que tanto la
cromatografia en Sephadex G-200 como la electroforesis en
gel de poliacrilamida, sin SDS, dan una finica banda.

3.8.2. COMPOSICION DE AMINOACIDOS

3.8.2.1. Anélisis de amino&cidos

De la valoracibdn realizada en 4 muestras diferentes se

obtienen los siguientes resultados expresados en %;
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TABLA XXXVIII

plea la férmula

Mtyr 0.592 A

_ 294.4 = 0°263 A5
“tryp T 0.263 A280 - 90170 A294.4
en la que al sustituir los datos experimentales
= 00296

= 0.334

A294.4
4280

A B C D
ASP 11.1‘ 11.25 - 11.16 11.25
THR 5.5 - 5.56 5.60 5.79
SER 6.8 7.37 6.64 . 6.54
GLU 13.8 13.71 ~ 12.00 12.83
PRO 4.0 5.43 4.96 2.57
GLY 8.6 8.79 7.93 7.93
ALA 9.8 9.83 8.15 8.50
VAL 5.7 5.68 6.39 6.44
MET - - 1.14 1.13
ILE 4.8 4.9 5.58 5.40
LEU " 8.9 6.6 8.82 7.46
TYR 2.8 2.45 2.96 3.39
PHE 3.4 3.23 3.35 4,36
HIS 2.3 2.58 2.52 2.05
LYS 7.4 5.82 7.70 7.58
ARG 4.8 4.78 4.81 6.82
3.8.2.2. Valoracién de triptbfano
Se utilizan dos métodos. E1 de Beaven-Holiday que em-
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se obtiene el valor M ‘
T 4 2,312
M R

tryp

El peso molecular obtenido para la proteina es de

560,000 y el porcentaje medio de tirosina hallado en el
andlisis de amino&cidos anterior puede considerarse como
2.9%. Si tomamos un peso molecular medio de 120 para los
aminoicidos, resultaria un total de 4.660 aminoicidos de

10s que 135.14 serfan tirosina, por lo que de triptéfano

tendremos
My 135.14
M—E\- = 'ﬁ—-;—- s 2,312
tryp tryp

que da un niimero de moles de triptbéfano de 58.8.

Utilizando el método de Edelhoch y trabajando también
con un 1 mg/ml en una solucidn de cloruro de guénidinio
6 M, se obtiene los siguientes resultados:

A288 = 0049

A280 = 0-55

- moles de triptbfano =

que aplicados a la férmula:

Aogs _ Aasg

3.103 _ 10.318 - 0-0001046

moles de
triptbfa-
no por gra
mo de pro
teina

Dado que el peso molecular de la proteina es 560,000,
el niimero de moles de tript6fano en la proteina total se~
réan |

0.0001046 x 560,000 = 58.57 moles
valor que coiﬁcide con el obtenido por el método de Bea-

ven-Holiday.
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3.8.2.3. Comgosici6n final en aminodcidos de la proteina

Hemos visto que el nGmero de moles de triptbfano es de
59. Por otro lado, como veremos en (3.8.9.) el nGmero de
moles de cisteina es de 42. De estos datos y de 1los obte-
nidos en 3.7.2.1. para el resto de los amino&cidos se ob-
tienen en la Tabla XXLIX los porcentajes que corresponde

a la composicién de aminodcidos.

TABLA XXLIX

aa ; Porcentajes
ASP 10.91
THR 5.47
SER 6.49
GLU 11.73
PRO 4,85
GLY 7.75
ALA 7.97
VAL 6.24
MET 1l.11
ILE 5.45
LEU 8.62
TYR 2.89
PHE 3.27
HI1S 2.46
LYS 7.53
ARG 4.70
cYs “ 0.89

TRP 1.25
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3.8.3. REQUERIMIENTOS DE LA ACCION ENZIMATICA

Una vez aislada la Acido Graso Sintetasa y comprobada
su homogeneidad se procede al estudio de las condiciones

de actuacidén del complejo multienzim&tico aislado.

3.8.3.1. pH 6ptimo de actuaciédn del sistema enzimltico

Experiencia realizada con mezcla de incubacibédn estan-
dar, en tampbén fosfato 0.25 M (a pH variable) y con una
concentracidn de proteina de 0.06 mg/ml (Tabla XL, fig.
34).

TABLA XL
pH incubacibdn - nmoles de &cido graso formado
6.5 0.863
6.8 1.047
7.1 1.221
7.4 1.268
7.7 1.104
8.0 : 0.876

Como-* se ve el maximo de actividad est& en las proximi-

dades de pH 7.4.

3.8.3.2. Influencia de la concentracién de proteina sobre

la actividad enzimitica

Se realiza la experiencia con mezcla de incubacibén es-
tandar (concentracién de fosfato 0.25 M) durante 10 minu-
tos a 372C. Los resultados obtenidos aparecen en la Tabla

XLI y fig. 35.
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TABLA XLI

Concentracién proteina nmoles de acido
mg/ml incubacibn _graso_ formado

0.027 0.621

0.054 0.866

0.081 1.144

0.108 ‘ 1.362

0.162 1.638

0.216 1.610

Puede verse que a concentraciones de proteina 0.027 -
- 0.150 mg/ml existe un; proporcionalidad directa con res
pecto a la actividad enzimdtica.

Cuando la proteina est& purificada, un aumento de pro-
teina se corresponde con un aumento de actividad a dife-

rencia de lo que ocurria en homogeneizado total.

3.8.3.3. Influencia de la fuerza idnica del medio

Realizado con mezcla de incubacién estandar y concen-
traciones crecientes de fosfato potésico. Incubaciones du
rante 10 minutos a 37¢C (Tabla XLII, fig. 36).

TABLA XLII

Concentracién (M) nmoles de §cido

fosfato _graso formado

0.05 | 1.808

0.07 ‘ 1.733

0.10 1.719

0.25 1.657

0.50 1.589

0.80 1.532
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La variacién de la fuerza ibnica del medio no parece in
fluir sobre la actividad enzimética a concentraciones com

prendidas entre 0.05 y 0.8 M.

3.8.4. CONSERVACION DE LA ENZIMA

a

La enzima purificada se conserva en tubos cerrados a
-602C, en tampbdn fosfato 0.25 M, 2 mM EDTA, 1 mM mercap-
to-etanol, hasta el momento de su utilizacibén. Para con-
trolar la posible pérdida de actividad, se realizan valo-
raciones en dias sucesivos a la obtencibn, de forma que
todas las alicuotas Yaloradas hayan sufrido un finico pro-
ceso de congelacibén-descongelacién.

Se ha realizado dos veces la experiencia, una primera

con solo dos referencias de conservaciédn (Tabla XLIII).

TABLA XLIII

tiempo de alma- - - nmoles de &cido % de actividad
cenamiento ~ .graso_formado conservada
0 2,325 100.00
4 dias 2.131 96.63

Y otra en la que los datos de conservacibn se obtienen

con mayor frecuencia (Tabla XLIV y fig. 37).
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TABLA XLIV
tiempo de alma- nmoles de &cido % de actividad
cenamiento graso formado conservada
0] ’ 0.881 100.00
2 dias 0.866 98.4
8 dias 0.837 95.0
10 dias 0.789 89.6
14 dias 0.548 62.2

La pérdida de actividad es minima a lo largo de los 8 dias
siguientes a la obtencién del preparado. Al cabo de 14
dias se conserva todavia un 60% en el caso de la experien
cia mas desfavorable.

Esto permite Qealizar las experiencias de funcionalidad
bioquimica o caracterizacidn fi{sica en dias subsiguientes

al de la purificacién del preparado.

3.8.5. TIEMPO DE INCUBACION

Mezcla de incubacidn estandar con variacidn del tiempo

de incubacién (Tabla XLV y fig. 38).

TABLA XLV

tiempo de incubacién nmoles de &cido
(minutos) graso formago

5 1.112

10 | 1.623

20 1.918

30 1.925

45 2.010

60 1.613
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El tiempo 6ptimo de incubacién es entre 20 y 45 minu-
tos; dado que la actividad a los 10 minutos es un 85% con
respecto a la obtenida a los 20 minutos, y que el tiempo
dptimo de incubacibdn en otras etapas de la purificacibn
es de 10 minutos, es por 10 que se ha mantenido este tiem
po de incubacibén; tiempo al que la actividad es suficien
te para la valoracibén del sistema enzim&tico, y que la ha
ce comparativa con otras etapas de la purificacién.

Las etapas de purificacién para las que también se ha
probado el tiempo de incubacibén han sido las que a conti-

nuacién se detallan:

a) En la segunda etapa del aislamiento, la redisolu-
cibn del_precipitado.con (NH4)2804 al 50%, utilizan
do la mezcla de incubacibdn estandar, en tampbn fos-
fatg 0.11 M. Los resultados obtenidos aparecen en
la Tabla XLVI y fig. 39.

TABLA XLVI
tiempo de incubacibn nmoles de &cido
a 379C (minutos) ~graso formado
5 1.695
10 ' l1.752
20 1.775
- 30 l1.802

b) En la fraccidn activa- después del tratamiento con
DEAE-celulosa, con una mezcla de incubacibén estan-
dar en tampdn fosfato 0.25 M (Tabla XLVII y fig.
40),
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- TABLA XLVII

tiempo de incubacibén nmoles de &cido
a 37904§minutos) _ _graso_formado

5 1.007

10 1.165

20 : 1.120

30  1.103

60 0.914

3.8.6. REQUERIMIENTOS DE NUCLEOTIDOS DE LA ENZIMA (FMN,
NADH, NADPH)

- Dado que en 1la reaccién'catalizada por la Acido Graso
Sintetasa tienen lugar dos etapas de reduccidn y que el
agente reductor, como se vié en la introduccibn, varia de
unas especies a otras, en los siguientes apartados se es-
tudia la naturaleza de lo0s nucledtidos utilizados por la
Acido Graso Sintetasa de Ceratitis capitata.

308.6.1. Influencia de los niveles de NADH sgbre la acti-

vidad enzimitica

Mezcla de incubacibén estandar excepto NADPH y distin-
tas cantidades de NADH. La incubacién se realizé durante
10 minutos a 379C con una cantidad de protefna de 0.06
mg/ml (Tabla XLVIII, fig. 41).
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TABLA XLVIII

concentracién NADH nmoles de &cido

(uM) . _graso formado
3.12 0.050
6.25 0.060
12.50 . 0.067
18.75 0.068
25.00 0.068
50.0 0.070
100.0 0.068
200.0 : 0,081
300.0 0.077

La actividad enzimitica es muy baja en presencia de

NADH.

3.8.6.2. Influencia de l1os niveles de NADPH sobre la ac-

tividad enzimética

Mezcla de incubaciédn estandar con distintas cantidades
de NADPH; la incubacibén se realizd durante 10 minutos a
372C con una cantidad de proteina 0.06 mg/ml (Tabla XLIX,
fig. 42).
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TABLA XLIX
concentracidn NADPH , nmoles de &cido
(uM) , _graso formado
3.12 R 0.190
6.25 ' 0.296
12.50 0.378
18.75 : 0.433
25.00 0.434
50.00 0.112
100.00 0.475
200.00 0.489
300.00 0.480

Como puede verse la actividad enzimltica en presencia
de NADPH aumenta considerablemente con relacién a la obte
nida en presencia de NADH. Esta diferencia se ver& més

palpablemente en los apartados 3.8.6.3. y 3.8.6.4.

3.8.6.3. Actuacidédn conjunta NADH-NADPH

Condiciones estandar de valoracién (excepto NADPH) y
distintas concentraciones de ambos nucledtidos. La incuba
cién se realizé durante 10 mimutos a 37¢C (Tabla L, fig.
43).



- 164 -

TABLA L
NADPH , NADH . nmoles de acido graso
() (o) formado
75 - 1.570
150 - 1.796
300 - 1.692
600 - 1.665
- 75 0.193
- 150 0.208
- 300 0.279
- 600 0.319
75 75 1.503
150 © 150 1.768
300 300 1.864

Se aprecia mé&s ostensible que en 3.8.6.1. y 3.8.6.2.
la diferencia de actividad en presencia de NADH 0 ue ==
NADPH. Cuando se utiliza’una mezcla de ambos, la forma-
cidén de &cidos grasos se corresponde a la obtenida cuando
se utiliza finicamente NADPH en la misma concentracibén que
en la mezcla. Este hecho no comparte la afirmacién (169)
de que solamente los vertebrados utilizan NADPH como Gni-

co agente reductor.

3.8.6.4. Actuacién conjunta NADH - FMN y NADPH - FMN

Realizados en condiciones estandar de valoracién (ex-
cepto NADPH) y distintas concentraciones de nuclebtidos.
La incubacién se realiza durante 10 minutos a 372C con

una concentracién de proteina 0.06 mg/m1 (Tabla LI, fig.
44).
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TABLA LI
NADPH NADH ~ nmoles de &cido graso
_(aM) Sggl iggl formado
25 ' 0.349
50 - - 0.753
75 - - 0.862
100 - - ‘ 0.928
300 - - 0.956
25 - 25 0.086
50 - 50 0.137
75 - 75 0.159
100 - 100 0.022
300 R 300 0.017
- 25 - 0.020
- 50 - ' 0.027
- 75 - 0.046
- 100 - ¢.035
- 300 - - 0.026
- 25 25 | =
- : 50 50 -
- 75 75 -
- 100 100 -
- 300 300 0.011

o

Por un lado se confirma, una vez mds, la diferencia de
incorporacién en presencia de ambos nuclebtidos de piridi
na. También puede apreciarse que frente a 1o que ocurre
en las especies que contienen FMN, en las que la presen-
cia de éste en el medio de incubacibn es activador del

complejo multienzimético, en el caso del sistema emziméti



co de larva de Ceratitis capitata el nuclebtido de flavi-

na actiia claramente como inhibidor.

3.8.6.5. Presencia de FMN

Se sigue el procedimiento iindicado en el apartado
2.9.3.1. de Materiales y Mé&todos. Se obtiene un resultado
negativo en cuanto a la presencia de FMN en la Acido Gra-
so Sintetasa.

Esto parece confirmado por los resultados obtenidos en
3.8.6.4. en 1os que aparece un efecto inhibidor sobre
NADPH y ninguna influencia activadora sobre NADH; efecto
éste 1ltimo que se observa, por el contrario, en los sis-

temas de Acido Graso Sintetasa poseedores de FMN.

3.8.7. CINETICA DE MICHAELIS

Se obtiene los valores de KH y VM con relacidén a Ace-
til-CoA, malonil-CoA y NADPH.

3.8.7.1. Acetil-CoA

La mezcla de incubacibn es:

Posfato potésico 0.25 M (pH 7.5)
EDTA 4.2 mM
Mercapto-etanol 3.6 mM
Malonil-CoA 100 pM

NADPH 300 'Fq
Proteina 0.06 mg/ml

y distintas concentraciones de Acetil-CoA 1-*¢ de activi

dad especifica 4.42 pCi/umol. Incubaciones durante 5 minu
tos a 37¢9C (Tabla LII, fig. 45 y 46).
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TabudA LII

Acetil-CoA v 1/Acetil-CoA

() : (%) | (um—1) /v
1.13 0.036 . 0.8850 27.777
2.26 0.065 0.4425 15.384
4.52 0.115 0.2212 8.695
6.78 0.171 0.1475 5.847
9.04 0.174 0.1106 5.747
11.30 0.191 0.0885 5.235
22,60 0.249 : 0.0442 4,016
33.90 0.278 0.0295 3.597
45,20 0.286 0.0221 3.496
56 « 50 0.285 0.0177 3.508
67«80 0.290 0.0147 3.448

(%) La velocidad viene expresada en nmoles de &cidos gra-
sos formados por minuto de incubacibn.

Los valores obtenidos para K, y V), son:
1

Ky = G.095 = 10-3 pM

1
v 0.370 nmoles &cido aso forma-
max = 2.70 7 do pogrminuto

3 . 8 07 «2 Malonil-COA

La mezcla de incubacidn es:

Fosfato potésico 0.25 M (oH 7.5)

EDTA 4,2 mM

Mercapto-etanol ' 3.6 mM

Acetil-CoA 1% 50 pM (Actividad especifica
. 1 uCi/umol)

NADPH 300 PH )

Proteina 0.06 mg/ml

y distintas concentraciones de malonil-CoA. Incubacién 5
minutos a 379C (Tabla LIIXI, fig. 47 y 48).
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TABLA LIII

Malonil-CoA '/ 1/malonil~CoA
(M) () (pm~1) /v
2.5 0.0066 0.400 © 151.515
5.0 0.0132 0.200 75.750
7.5 0.0194 0.133 51.546
10.0 0.0258 0.100 38.759
25.0 0.0544 0.040 18.382
50.0 0.0802 0.020 12.468
75.0 0.0852 0.013 11.737
100.0 0.0996 0.010 10.040
150.0 0.0922 0.006 10.845
200.0 0.0692 0.005 14.450

(#) La velocidad viene expresada en nmoles
sos formados por minuto de incubacién.

de 4cidos gra-

Los valores obtenidos para KM y vmax

1
Ky = 00125 =
1
Vo = 7.9415

3.8.7+3 NADPH

80 pM

La mezcla de incubacién es:

Fosfato potésic
EDTA
Mercapto-etanol

Acetil-CoA 1140

Malonil-=CoA

Proteina

o

0.25 M (pH
4.2'mM
3.6 mM

son?

= 0,202 nmoles ac. grasos forma-

dos por minuto

7.5)

0 Actividad especifica
50 pa ( 11ugi/umglg

100 pM

0.06 mg/ml
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y concentraciones variables de NADPH. La incubucién es de
5 minutos a 37¢C.(Tabla LIV, fig. 49 y 50).

TABLA LIV
NADPH v 1/NADPH
(M) (%) i ) 1/V
3.12 0.0088 0.320 113.636
6.25 0.0152 0.160 | 65.789
12.50 0.0234 0.080 42.735
18.75 ' 0.0272 0.053" 36.764
25.00 0.0320 0.040 31.250
50 .00 0.0344 0.020 29.069
100.00 0.0468 0.010 21.367
200 .00 1 0.0458 0.005 21.834
300.00 0.0458 0.003 21.834

(%) La velocidad viene expresada en nmoles de icidos gra-
sos formados por minuto de incubacidn.

Los valores obtenidos para IM y vmax son:

1
Y = Gioe5 = 14

1
V = o==——— = 0,053 nmoles &c. grasos formados
m  18.680 por minuto

3.8.8. PRESENCIA DE 4-FOSFOPANTETEINA

La identificacién de 4-fosfopanteteina dio resultados
positivos al utilizar cualquiéra de los dos métodos de
oxidacibn con &cido perférmico descritos en Materiales y
Métodos (2.9.3.2:).

Al comparar el esquemé de aminodcidos obtenido a pdr-



tir del hidrolizado de la proteina después del tratamien-
to oxidante (52) con el obtenido utilizando el hidroliza-

do de aminodcidos normal (51) aparecen dos picos, uno de
ellos correspondiente a g-alanina y que se encuentra en-
tre los correspondientes a tirosina y fenilalanina. El
otro pico corresponde a taurina y aparece después del &aci
do cisteico. Ambos tienen los mismos tiempos de retencién
que los obtenidos cuando utilizamos patrones de S-alanina

y taurina.

3.8.9. VALORACION DE GRUPOS SH

La valoracién de grupos,SH se realiza con 0.18 mg de
Acido Graso Sintethsa purificada segiin el esquema general
de aislamiento pero realizando la filtima etapa de paso a
través de Sephadex G-~150 en ausencia de mercapto-etanol
para evitar las interferencias debidas a éste.

Paralelamente se realiza una curva patrén de grupos SH
con concentraciones conocidas de cisteina(TablaLV,£ig.53).

TABLA LV

nmoles de SH Ag12
5 0.11

10 0.20

20 0.35

30 0.50

40 0.64

50 . 0.70

El resultado obtenido aparece en la Tabla LV.
La valoracién se realiza también en presencia de urea
8 M.



TABLA LVI
‘ 7 A nmoles SH moles SH/mol de AGS
AGS (0.18 mg) 0.145 7 21.77
AGS en urea 8 M 0.21 11 34.2

4

Se afiade a continuaciédn imidazol (a varias concentra-
ciones) como medio reductor y se repiten las medidas de

absorbancia.

TABLA LVII

_ nmoles moles SH/
S puM 10 pM 100 puM .~ 200 pM SH /moles AGS

AGS 0.19 0.22 0.24 0.24 13 40.4
AGS en
urea 8 M 0.25 0.24 0.25 0.25 14 41.3

La presencia de urea aumenta el nfinero de grupos SH.
Cuando la valoracibén se realiza en un medio reductor

aumenta también el nGmero de grupos SH.

3.8.10. ACIDOS GRASOS PRODUCIDOS POR EL COMPLEJO MULTIEN-
" ZIMATICO

La mezcla de incubacibédn es la estandar salvo para ace-
til-CoA que se utiliza a una concentraciédn de 216 nmoles/
/ml y para malonil Co-A que se dispone en dos concentra-
ciones 50 y 100 nmoles/ml.

Los resultados obtenidos eipresados en tantos por cien
de &cidos grasos formados son (Tabla LVIII, f£ig. 54 y 55):
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TABLA LVIII

Acidos grasos sinte-

Concentracibd4n de malonil-CoA

tizados . por ml de incubacidn
. 50 nmoles 100 nmoles
“10 2.12 -
c.., 27 .54 21.70
12.39 1G.80
¢ . .
16 56 .37 65.98
C. o 1.55 1.48

El 4cide graso formado en mayor proporcibén es el palmi
tico. En segundo lugar se produce el lalrico siendo el
tercero «.. importancia el miristico.

Al aumentar la relacidén malonil-CoA/acetil-CoA, se pro
duce un aumznto en la proporcidn de acido palmitico forma
do a costa de lcs acidos grasos de cadena mé&s corta, re-
sultados que concuerdan con los obtenidos en glandula ma-
maria de conejo y vaca (6, 159).

En cuanto a la forma en que aparecen los acidos grasos
formados, se realiza la valoracién de Acil-CoA descrita
en Materiales y Métodos.

Se utiliza la incubacién estandar excepto Acetil-CoA
que se emplea a una concentracibdn de 125 nmoles/ml (0.5
PCi) valorandose la cantidad de acidos grasos formados
tanto en forma libre como de Acil-CoA.

TABLA LIX

nmoles de acidos gra nmoles de Acil-CoA % Acil-

sos libres formados formados % AGL -CoA
6.492 0.117 98.23 1.77
4.356 © 0.057 98.70  1.26
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Es deéir. los &cidos grasos producidos por la Acido
Graso Sintetasa de la larva de Ceratitis capitata se ob-

tienen en su forma libre.






4. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

4,1. Introduccidn:

4,2,

Las notables diferencias existentes en la sinte-
sis de &cidos grasos en larva y en adulto farato del
insecto Ceratitis capitata parecen apuntar a que di-
cha biosintesis se préduce en larva principalmente

por un mecanismo de biosintesis "de novo", siendo un

‘mecanismo de elongacién mitocondrial el més importan

te en adulto farato. Parece interesante proceder al
aislamiento y caracterizacién de la Acido Graso Sin-
tetasa de larva, enzima responsable de la biosinte-
sis "de novo". E1 sistema de AGS no ha sido aislado
ni caracterizado hasta el presente en ningfin insec-
to. E1 desconocimiento de este sistema enzimético
puede hacerse extensivo a los invertebrados.

Por todos estos motivos el aislamiento, caracteri
zacidén y estudio de los requerimientos funcionales
de la actividad del sistema enzimitico Acido Graso
Sintetasa del insecto Ceratitis capitata ha consti-
tuido el elemento central de la investigacidén obje-

to de esta tesis doctoral.
Experiencias preliminares al aislamiento.

4.2.1. Al valorar la actividad de Acetil-CoA Carboxi
lasa y la sintesis de &cidos grasos a lo lar-
go del desarrollo del insecto aparece un méxi
mo de actividad de biosintesis de &cidos gra-



4‘2.2.

4.2.3.

4.2.4.

40205.

S0S en el 42 estado de larva y otro en las
proximidades de la emergencia del adulto fara
to, mientras que solo aparece un méximo de ac
tividad de Acetil CoA Carboxilasa para el 42

estado de larva.

Los experimentos sobre ayuno y realimentacién
con diferentes dietas demuestran la naturale-
za adaptativa de la Acido Graso Sintetasa de

larva.

A continuacibén se pone a punto un método de
valoracibén de la Acido Graso Sintetasa, va-
riando cofactores, tiempo de incubacién, con-
centracibén de enzima, concentraciédn de tampdn
fosfato y pH del medio.

Los resultados anteriores, junto con los obte
nidos por este método, confirman que la bio-
sintesis "de novo" solo se produce en larva,
pero no en adulto farato de 5 y 8 dias.

Cuando se realiza el fraccionamiento subcelu-
lar del homogeneizado total de larva la Acido
Graso Sintetasa se localiza en la fraccibén so

luble.

Puesto a punto un sistema de valoracién de
sintesis de &cidos grasos en mitocondrias, se

ve que este sistema funciona tanto en larva
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como en adulto farato de 8 dias, por lo que
en adulto farato puede ser este sistema el
responsable del méximo de actividad que apa-
rece en dicho estado de desarrollo.

4.3. Aislamiento, purificacidn y caracterizacién del sis-

tema enzimético.

4.3.1.

4.3.2.

4.3.3.

4.3.4.

El aislamiento y purificacién de la Acido Gra
so Sintetasa se realiza estudiando las condi-~
ciones idbéneas dentro de cada una de las eta-
pas de dicho aislamiento_(ultracentrifugacibn.
precipitacién coh sulfato aménico, tratamien-
to con gel de fosfato cllcico, DEAE-celulosa,
Sephadex) y su utilidad en nuestro caso con-
creto.

Se obtiene el esquema de aislamiento y purifi

cacién que aparece en 3.4.7.

Una vez comprobada la purificacidn de 1la Aci-
do Graso Sintetasa por electroforesis én gel
de poliacrilamida y en Sephadex G-200, se ve
que ha sido purificada unas 180 veces con un

rendimiento del 17%.

Se han puesto a punto las condiciones para 1la
conservacién de la proteina tante a lo largo
de la purificacién, como una vez obtenida pu-

rd.

Se ha realizado el anélisis de aminoécidos de
la Acido Graso Sintetasa. Su peso molecular,



4.3.5.

4.3.6‘

403.70

- 1OV -~

obtenido por cromatografia en Sephadex-G-200
es de 560,000 daltons, apareciendo también
una subunidad de 260,000.

Cuando la determinacidédn del peso molecular se
realiza por electroforesis en gel de poliacri
lamida en presencia de SDS se confirma la ban
da de 260,000 daltons, que aparece junto con
otras de peso molecular inferior, atribuidas
a la disociacibén de alguno de los componentes

del complejo.

Se han estudiado los requerimientos para la
accién enzimltica del sistema enzimético puri
ficado, pH, concentracibdn de protefna, fuerza

ibnica y tiempo de incubacién.

La Acido Graso Sintetasa parece requerir para
su actuacibén finicamente NADPH como nuclebtido
reducido, siendo la actividad enzimatica muy
baja en presencia de NADH.

No se detecta en la proteina la existencia de
FMN. Cuando se incuba el sistema enzimético
en presencia de este cofactor aparece un efec
to inhibidor sobre NADPH y ninguna influencia
activadora sobre NADH (efecto este filtimo que
se contradice con lo observado en especies

que poseen FMN).

Se han obtenido los valores de In yv para
Acetil-CoA, malonil-CoA y NADPH.
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4.3.8. 8e ha detectado la presencia de 4-fos-
fopanteteina en el complejo multienzi-

matico.

4.3.9. E1 nfimero de grupos SH identificados
ha sido de 41, pasando a ser 42 en pre
sencia de urea 8 M.

4.3.10. E1 principal &cido graso biosintetiza-
"do por el complejo multienzimitico es
palmitico, siguiéndole en importancia
latrico y miristico. Todos estos &ci-
dos grasos se obtienen en su foima li-
bre.
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