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INTRODUCCION

Desde que se conocib el papel catalitico de los enzimas, se desarrolld
un intenso trabajo experimental a fin de obtenerlos mas puros, cristaliza-
dos si era posible, estudiandose las caracteristicas quimico-fisicas, sobre
todo las relacionadas con la actividad catalitica. Aun cuando, desde lue-
go, na contamos todavia con un conocimiento adecuado de cada una de
las etapas individuales catalizadas enzimdticamente, la tendencia actual
en la Bioquimica es profundizar en el tratamiento de las asociaciones
multienzimaticas, que cada dia se nos presentan como mis frecuentes y
que estdn enmarcadas dentro del intento general de dar una significacion
fisiolégica a los hallazgos bioquimicos.

- En tales asociaciones se pueden distinguir dos posibilidades:

a) Enzimas unidos mds o menos fuertemente a orginulos subcelula-
res y que producen una asociacidn multienzima de gran eficiencia aun
cuando no se afecten las actividades cataliticas individuales.

b) Enzimas en fase liquida, “solubles”, pero agregados de un modo
funcionalimente significativo, con la posibilidad de que unas proteinas
puedan afectar a las otras modificando su actividad catalitica.
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En este articulo nos vamos a limitar a tratar de dar una pequena in-
formacion sobre dos de estos sistemas multienzimdticos, la sintetasa de
dcidos grasos en levadura y el complejo «-cetoicido deshidrogenasa en
E.coli.

Sintetasa de dcidos grasos

La sintetasa de acidos grasos consiste en una serie de enzimas parti-
culares, obtenidos normalmente del sobrenadante de la centrifugacién
del citoplasma durante 1 hora a 100.000 g v que catalizan la reaccién
global de formacién de un acido graso a partir de una molécula de acetil-
coenzima A y de n moléculas de malonilcoenzima A, segin la reaccidn:

CH,-CO—~ SCoA + n HOOC-CH.-CO—~ SCoA 4+ 2Zn NADPH +
+ 2nH* 2 CH,-CH,-(CH,-CH,),- CH,-CO—~ SCoA +nCO, +
+nHSCoA + 2nNADP* + nH.O en la que n = 7-8.

El acetil CoA es el “iniciador” del proceso y sus dos carbonos corres-
ponden a los dos carbonos finales del dcido graso producido y los demas co-
tresponden a los carbonos del malonil, de cuyos tres carbonos, dos estin
en el 4cido graso y el otro como didxido de carbono.

A pesar de ser sistemas “solubles”, en el caso especial de levadura o
en otras procedencias como higado de palomo o mamifero, el complejo
ha resistido todos los intentos de fracctonamiento en sus componentes
enzimaticos activos, al contrario de lo que sucede con bacterias y plantas.

En el caso de la levadura, Lynen expresa la reaccidén global, conside-
rando que en la sintetasa existen dos grupos tioles diferentes que llama-
remos “periférico” y “central” con un esquema de actuacion como el re-
presentado en la grifica n.’ 1. Todas estas secuencias las lleva a cabo el
complejo multienzimatico cuya unidad funcional consiste en 7 enzimas
diferentes, situados alrededor de un grupo tiol “centrel” como podemos
observar en la grifica n° 2 en la que 1 es un enzima de transferencia de
palmitilo, 2 el de transferencia de malonilo, 3 el enzima condensante, 4
el enzima que cataliza la primera reduccién, 5 el de la deshidratacion,
6 el de la segunda reduccién y 7 el de la transferencia final.

Desde luego, se han encontrado 7 diferentes aminodcidos terminales
y en proporcion de 3 moles de cada uno por mol de sintetasa, la cual es
homogénea en ultracentrifuga y electroforesis y tiene un peso molecular
de 2.300.000. En otros sistemas enzimaticos, el producto de la reaccion



Organizaciones enzimdticas macromoleculares 201

Grdfica n? 1

SINTETASA DE ACTDOS GRASOS
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no es dcido palmitico sino una mezcla de palmitil CoA y estearil CoA.
El que no se obtenga éxito en aislar grasos intermedios de menor peso
‘molecular producidos biosintéticamente es lgico teniendo en cuenta que
la transformacién del malonil CoA en el complejo sintetasa se va reali-
zando mediante la formacién de intermedios que siempre estin unidos
covalentemente a la sintetasa.

Con microscopia electrénica, se pueden observar en la sintetasa purifi-
cada de levadura la presencia de particulas simples ovaladas rodeadas de

un anillo ecuatorial con un didmetro del orden de los 230 ;1 y se pue-
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de suponer que la sintetasa es un trimero constituido por tres porcio-
nes, de P. M. 700.000, cada una con los 7 enzimas. La idea esta de
acuerdo con los datos citados de aminodcidos terminales, con la cantidad
de acetato gue se puede unir al enzima (tres moles por mol) o con el he-
cho de que un mol de sintetasa de levadura parece poseer tres moles de
grupos tioles “periféricos” y tres moles de grupos tioles “centrales”.

Respecto a los grupos tioles, el “periférico” pertenece a una cisteina
localizada en el enzima condensante de la sintetasa. Respecto al “central”
en 1967 se ha identificado como situado sobre un portador 4 fosfopante-
teina unida a través de un enlace fosfodiester con el grupo hidroxilo de
una porcién serina de un polipéptido. La estructura coincide con la
“proteina portadora de acilo” (PPA-SH) aislable de E. coli o de plantas y
parece también semejante a la del complejo sintetasa de mamiferos.
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Grafica ne 3

En E.coli las reacciones 2, 3 y 4 del esquema global se sustituyen

por:
Acetil CoA + PPA — SH — Acetil S-PPA + HSCoA

2.
3. Malonil CoA + PPA — SH — Malonil S-PPA + HSCoA.
4. Acetil S-PPA + Malonil 5-PPA — Acetoacetil S-PPA + PPA-

SH + CO.
y también se -han aislado activamente los enzimas que catalizan las de-

mis reacciones individuales,
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Por lo que hemos visto, el grupo -SH esta condicionado en la sinteta-

sa de levadura, con un brazo flexible de longitud mayor de 15 Ji, lo que
le permite la rotacién en direccién a los demdas enzimas del complejo en-
zimatico, con lo cual es perfectamente factible que los intermedios uni-
dos covalentemente a este grupo tiol puedan estar en estrecho contacto
sucesivamente con el lugar activo de cada componente enzimatico, pues
éstos tienen la libertad de movimiento limitada por la existencia del com-
plejo, como vemos en la grifica n.° 4.
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Un hecho sin interpretacion ficil es que la sintetasa de acidos grasos
produce principalmente Acidos palmitico v estedrico, pero no acidos de
cadena mas corta y aunque se puede suponer que se debe a un proble-
ma de especificidad hacia el sustrato por parte del enzima que transfiere
el radical del acido graso hasta el coenzima A, los datos experimentales
no indican tales diferencias de especificidad. Quizas la clave esté en otros
hechos. En experimentos de proteccion del enzima contra reactivos de
grupos tioles tales como la N-etilmaleimida, se preincuba el enzima con
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acetil CoA y homdlogos superiores, produciéndose acilaciones en los gru-
pos tioles “central” y “periférico” que protegen el enzima contra la inac-
tivacion. Sin embargo, con malonil CoA, sélo se acila el -SH central y el
efecto protector no existe, lo cual indica que el efecto protector es debi-
do al -SH “periférico” y se ha comprobado que al ir aumentando la lon-
gitud del acil CoA, disminuye el efecto de la proteccion, lo cual puede
indicar que los alrededores del grupo “tiol” periférico del complejo en-
zimatico sean de tipo hidrofilico, mientras que los del central sean de
tipo hpoflhco Jo cual haria que al aumentar la longitud de la cadena del
dcido graso, la tendencia a trasladarse desde el grupo tiol central al peri-
férico (para comenzar el ciclo de aumento de dos carbonos), sea menor y
en el caso del 4c. palmitico y estearico permanecen preferentemente
sobre el grupo tiol “central”, bloqueando la llegada de un nuevo radical
malonilo hasta que estos acidos se eliminen del complejo enzimatico por
transferencia al HSCoA. Si esta interpretacién es correcta, significa que
la arquitectura del comlejo lleva en si la informacion especifica acerca
del producto de la reaccidn.

En resumen, segin Lynen, podemos considerar el ‘sistema sintetasa
de #cidos grasos en levaduras ocasionado por una cstabilizacién de sus
subunidades por el hecho de participar en el complejo, de tal modo que
una vez separadas son muy labiles. También cabria la posibilidad de que
las interacciones aloatencas sean necesarias para producir un sistema ca-
talitico activo.

Respecto a la sintetasa de higado de ave, de PM 500.000, parece de
tipo semejante y al disociarse también pierde la actividad. Por su peso
molecular y tamafio podria considerarse analoga a un mondémero de la
sintetasa de Jlevadura. Aun en los casos de E. coli 0 de plantas; con sin-
tetasas disociables que conservan las actividades individuales, la tenden-
cia es considerar el sistema en las células intactas como una unidad or-

ganizada y que en la extraccion se vencen las débiles fuerzas de co-
hesién.,

Complejos a-cetodcidos deshidrogenasas

La descarboxilacion oxidativa del piruvato o del a-ceto-glutarato tie-
ne lugar segin una reaccion global:

R-CO-COOH + HSCoA + NAD+* — R-COSCoA + CO. +
| + NADH + H*
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en la que participan varios enzimas. El proceso es importante ya que del
pirivico se obtiene el acetil CoA que es el combustible o materia prima
del ciclo de los dcidos tricarboxilicos, aparte de que constituye el prin-
cipal camino de la oxidacion de a-cetoicidos.

En E. coli, el complejo piruvato deshidrogenasa posee un peso mo-
lecular de 4,8 millones y se ha fraccionado en tres enzimas distintos ;

" E, = piruvato descarboxilasa de P. M. 183.000.
E. = Lipoil reductasa transacetilasa de P. M. 1,6 x 10* v parece una
asociacion de unidades de P. M. 35000 cada una con un acido

lipoico.
= (Flavo proteina) = dihidrolipoildeshidrogenasa de P. M. 112000
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En el caso de a-cetoglutarato deshidrogenasa los resultados son 51m1la—
res y E, y E’; son intercambiables.




Organizaciones enzimdticas macromoleculares 207

Aun cuando E,, no combine con Es, en presencia de E. se reconsti-
tuye espontaneamente el complejo, que podria estar constituido por

12 unidades E, de P. M. 183000.
24-48 unidades E. de P. M. 70000-35000.
6 unidades E; de P. M. 112000..

con uniones no covalentes y con un esquema del funcionamiento como el
de la grifica n." 5, en que R = CH,, 6 HOOC - CH, - CH..

~ Respecto a la organizacion macromolecular, desde 1960 se conoce que
el dcido lipoico se une a E. a través de un grupo ¢ -amino dé un residuo

lisina lo cual proporciona un brazo flexible de unos 14 A para . el anillo
ditiolano reactivo. Ademds, la relacién lipoilos’ enlazados /FAD en el
complejo es 4:1 con todos los lipoilos funcionales, y por otra parte se han
conseguido micrografias del complejo, todo lo cual seiala hacia un esque-
ma de accion, constituido segin la grifica n.* 5 y en total el complejo
queda como un agregado poliédrico “abierto”, de acuerdo con los datos
conocidos de que todas las fracciones lipoilo del complejo pueden libe-
rarse y reincorporarse enzimiticamente sin alterar el estado de agregacion
del complejo.
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En el caso de s-cetoglutarato deshidrogenasa de E. coli no se han ob-
tenido micrografias porque durante el proceso de preparacion (tefiido), el -
complejo parece que se disocia.

De todos modos la similitud entre los dos complejos deshidrogenasas
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de E. coli es muy grande, aun cuando difieran en detalles, tales como el
"numero de subunidades o en la secuencia de aminoacidos de la lipoil re-
ductasa. Respecto a otros complejos a-cetodeshidrogenasas de otras fuen-
tes, como tejidos de mamifero, la situacién parece semejante, pero existen
diferencias respecto a disposicién de subunidades.
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Los enzimas componentes . del complejo piruvato deshidrogenasa de

E. coli pueden usar lipoato libre en lugar de la fraccién proteina-acido li-

poico, lo cual sugiere que en los organismos primitivos los 3 enzimas aho-
ra juntos formando el complejo, existian como entidades separadas y que
el lipoato servia como coenzima movil trasladindose entre los 3 enzimas.
En el curso de la evolucion los 3 enzimas adquiriemn la capacidad de com-
binarse unos' con otros lo.cual les hizo mds eficientes y facilité el control

de la reaccion. Posteriormente se incorporaria al conjunto la fraccién li-°

poilo localizandose en la lipoil reductasa transacetilasa y asi es como estd
en los organismos modemas
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