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RESUMEN

La  tubulina,  la  proteina  que  forma  el  citoesqueleto  de  microtdbulos,  esfa

presente  en  todos  los  eucariontes  conocidos,   y  nunca  ha  sido  detectado  en

bacterias o arqueas. Por este motivo, se consider6 a la tubulina como una proteina

tipica del citoesqueleto de los eucariontes.  Sin embargo a lo largo de las 2 dltimas

decadas  se   ha   detectado   un   citoesqueleto  bacteriano  bien   desarrollado,   con

proteinas que eran  hom6logas a  los 3 componentes del citoesqueleto eucarionte.

dentro de estos hallazgos,  se encuentra el decubrimiento en el   genoma de cuatro

especies del  genero  bacteriano  Prosfhecobacfer del  philum  verrucomicrobia,  dos

nuevas  secuer\c.ias   de  fubul.ina,   btubA  y   btubB   (bacterial  tubulin   A,   8),   que

compartfan una mayor identidad de secuencia con el heterodimero de a/P-tubulina

que con Ftsz, el cual es considerado el hom6logo procarionte de la tubulina.

Las  primeras caracterizaciones bioqufmicas mostraron que BtubAVB forma

un  heterodfmero  que  polimeriza  en  presencia  de  GTP,  y  lo  hace  en  cantidades

equimolares  y  alternadas  de  BtubA  y  BtubB  formando  filamentos  heljcoidales

compuestos  de  dos  protofilamentos  similares  a  los  de  tubulina  y  Ftsz.  Ademas,

posee un  plegamiento independiente de chaperonas como Ftsz.  En  base a estas
caracteristicas,  se  postul6  que  ProsfAecobacter adquiri6  los  genes  BfubAre  por

transferencia  gen6tica  horizontal  desde  un  eucarionte  primitivo.  Sin  embargo  la

funci6n atln es desconocida y solo se cree que tendrfa una funci6n de mantenci6n

de la forma celular,  que en el  caso  particular del g6nero Prosfhecobacfer poseen

una prosteca que serfa  una extensi6n de la c6lula para aumentar la superficie de

absorci6n de nutrientes.

Por  este  motivo  se  caracteriz6  i.n  v/.fro,  la  po]imerizaci6n  de  BtubAIB  en

condiciones de  potasio y calcio que  para  los casos  de tubulina y  Ftsz  presentan

comportamiento  distintos  entre  si  y  con  ellos  poder  determinar  con  cual  de  las

proteinas    homologas    se    encontraban    mayores    semejanzas    en    t6rminos
bioqufmicos.  En  base  a  los  resultados  de  esta  memoria,   se  determin6  que  el
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aumento  de  la  concentraci6n  de  cloruro  de  potasio  disminuye  la  concentraci6n

critica de la polimerizaci6n,  produce filamentos mss estables y mantiene el tamafio

del  ndcleo critico de polimerizaci6n como un trimero en el  rango de concentraci6n

estudiado.    Por    otro    lado    la    actividad    GTpasica    aumenta    levemente.    La

disminuci6n   de   la   concentraci6n   critica   produce   un   aumento   del   ndmero   de

filamentos,  y con Kcl 95 mM se genera una interacci6n lateral entre los filamentos

individuales que forma filamentos mss largos y comienza la formaci6n de  manojos

de filamentos.

Del  mjsmo  modo,  se determin6 que el calcio tambi6n ayuda a djsminuir la

concentraci6n  critica,  a  generar  manojos  estables  de  filamentos  y disminuye  de

manera considerable la actividad GTpasica, siendo este efecto aun  mayor que en

los  casos  de tubulina  y  Ftsz.  Estos  resultados  dan  cuenta  que,  a  pesar del  alto

porcentaje   de   homologfa   clue   presentan   la  tubulina  eucarionte   y   BtubAIB,   el

comportamiento  en  t6rminos  bioquimicos  se  asemeja  mucho  mas  a  Ftsz  en  los

aspectos   estudiados   y   mas   aun,   el   comportamiento   que   posee   BtubAIB   en

presencia de calcio es opuesto al de tubulina.

Finalmente, estos resultados apoyan la idea de que BtubA/B cilmple un rol

de   soporte   estructural   en   Prosthecobacfer   que   estarra   relacionado   con   la

determinaci6n   de   la  forma   celular  alargada   a   trav6s   de   la  formaci6n   de   los

manojos.

Ademas  proponemos  que  BtubAVB  no  realiza  las  mismas  funciones  que

tienen tubulina y Ftsz , dado que en   las condiciones fisiol6gicas mss probables de

la bacteria se mantendrfan a los filamentos de BtubA/B como manojos estables.
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ABSTRACT

Tubulin,  the protein that forms the mjcrotubule cytoskeleton,  js present in all

known eukaryotes,  and has never been detected  in  bacteria and archaea. For this

reason,  it was considered as a cytoskeletal protein typical of eukaryotes.  But over

the  past 2  decades  have found  a well-developed  bacterial  cytoskeleton,  proteins

that were homologous to the 3  components of the eukaryotic cytoskeleton. Within

these findings  is the hallmark discovery in  the  genome of four species of bacterial

philum Prosthecobacter the Verrucomicrobia, two new sequences of tubulin   btubA

and  btubB  (bacterial  tubulin  A,  a),  which  shared  more  sequence  identity with  the

heterodimerof   a/P-tubulin   than   Ftsz,   which   was   considered   the   prokaryotic

homolog of tubulin.

The   first   biochemical   characterizations   showed   that   BtubAIB   forms   a

heterodimer that  polymerizes  in  the  presence  of GTP,  and  does  so  jn  equimolar

amounts  and  alternating  BtubB  BtubA and  forming  helical  filaments  composed  of

two protofilaments similar to those of tubulin  and  Ftsz.  It also  has an  independent

folding chaperones such as Ftsz.  Based on these characteristics, it was postulated

that  genes  acquired  Prosthecobacter  BtubA/B  by  horizontal  gene  transfer from  a

primitive  eukaryote.  However,   the  function   is  still   unknown   and   only  think  that

would  have  a  role  in  maintaining  cell  shape,  which  in  the  particular  case  of the

genus  have  a  prosthecated  Prosthecobacter  to  be  an  extension  of  the  cell  to
increase the absorption surface.

For this reason,  characterized t-n vi.fro,  polymerization of BtubA/B in terms of

potassium and calcium in case of tubulin and Ftsz have different behavior between

them  and  with  them  to  determine which  of the  homologous  proteins was  greater

similarity in biochemjcals terms.  Based on the results of this report, we determined

that   increasing    the   concentration    of   potassium    chloride    lowers   the   critical

concentration of polymerization,  produces more stable filament and keeps the size

of the nucleus of polymerization as a trimer in the concentration range studied.  On
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the  other  hand,  the  GTpase  activity  increases  slightly. The  decrease  in  critical

concentration an increase in the number of filaments, and 95 mM   Kcl generates a

lateral interaction between the individual filaments to form bundles of filaments.

Similarly,  it was determined  that calcium  also  helps  to  decrease the critical

concentration  to  produce  stable  bundles  of  filaments  and  significantly  reduced

GTpase activity,  and this  effect was  even  greater than  in  the case of tubulin  and

Ftsz.These   results   show   that,   despite   the   high   percentage   of   homology   to

eukaryotic  tubulin  and  presented  BtubAIB,  the  behavior  in  biochemical  terms  are

much  closer to  Ftsz  in  the  areas  studied  and  furthermore,  the  behavior that  has

BtubAIB presence of calcium is opposite to that of tubulin.

Finally,   these   results   support  the   idea   that   BtubAIB   plays   a   structural

support  role  in  Prosfhecobacter that  might  be  related  to  the  determination  of the

elongated cell shape through the bundljng formation.

Also,  we  propose that  BtubA/B  don't do  the  same functions of tubuljn  and

Ftsz,  as in the physiological conditions of the bacteria most likely to be maintained

filaments BtubAIB as stable bundles.
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1. INTRODUCC16N

1.1 Del citoesqueleto eucarionte al bacteriano.

El citoesqueleto es una red compleja y djnamica de los filamentos de proteina

altamente integrado, Io que lo hace  un regulador clave y un organizador central de

muchos procesos celulares eucariontes como la determinaci6n de la forma celular

(morfog6nesis),   la   divisi6n   celular,   la  segregaci6n,   la   polaridad,   fagocitosis,   el

movimiento  y  el  tfafico  de  macromol6culas.   Entre  sus  componentes  estan  los

filamentos  de  actina,   los  filamentos  intermedios  (FI)  y  los   microttlbulos   (MTs).

(Figura  1 A) (Carballido-Lopez, 2006).

Los organismos del dominio Eucaria en algdn momento de la evoluci6n, que se

estima   entre   1000   y   1500   millones   de   afios   (Schopf,   1978)   adquirieron   una

complejidad   estructural   mayor  que   la  de  otros   dominios.   Mas  adn,   existi6   Ia

concepci6n  generalizada  durante  mucho  tiempo  que  el  citoesqueleto  era  una  de

las caracteristicas estructurales  mss  importantes que separan  al dominio  Eucaria

del de Bacterias y Archeas, pues se pensaba que s6lo se encontraba presente en

todos   los   eucariotas,   incluso   en   el   protozoo   mas   primitivo   que   carece   de

mitocondrias (Keeling y Doolittle,1996;  Hartman y Fedorov 2002).

Los microtdbulos son poli'meros no covalentes esenciales para la sobrevida de

todos los eucariontes.  Entre sus mtiltiples funciones se encuentran las de  separar

los  cromosomas  (Figura  1   a)  orientando  ademas  el  plano  de  corte  de  estos,

mediante la formaci6n  de  una gran  red  de  microtdbulos,  organizar el citoplasma,

posicionar el ntlcleo y los organelos y ser el principal elemento estructural de ciljos

y flagelos (Desai y Mitchison  1997).
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Figura 1  Estructuras y funciones del.heterodimero de a/B-tubulina y  de Ftsz
y sus filamentos.
A.  Microfotografia  de  fluorescencia  de  una  celula  con  todos  los  elementos  del
citoesqueleto eucarionte.  Los filamentos de actina se revelaron con  un anticuerpo
fluorescente   rojo,   los   filamentos   intermedios   con   un   anticuerpo   fluorescente
amarillo    y     los     microttlbulos    con     un    anticuerpo    fluorescente    verde.     a.
Microfotografia de fluorescencia de una celula en mitosis.  El  huso de microtdbulos
se revel6 con un anticuerpo fluorescente verde,  los centr6meros con un anticuerpo
fluorescente rojo y el DNA de los cromosomas con la sonda fluorescente DApl.  C.
Esquema   de   un   microtdbulo.   La   disposici6n   alternada   de  a/P-tubulina   en   los
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protofilamentos confiere polaridad estructural a los  microtdbulos.  En  la derecha se
observa  un  corte  transversal  y  de  una  vista  completa  de  un  microttibulo  con  su
estructura  helicoidal.  En  el  corte  transversal  se  observan  13  protofilamentos  por
vuelta   (Figuras  adaptadas  del   libro   Molecular  Biology  Of  the  Cell,   capitulo   16,
quinta edici6n  2008)).  D.  Microscopfa de fluorescencia que muestra  una c6lula  de
E. co//. qiie expresa bajos niveles de Ftsz-GFP y se observa la formaci6n del anillo
Z   (Figura   adaptada   de   Margolin   y   col,   1998).   E.   Microscopfa   electr6njca   de
filamentos  de  Ftsz  donde  se  observan  filamentos  rectos  y  curvos,  ademas  de
anillos.   F.   Estructuras  del   heterodfmero   de  a/P-tubulina   de   bovino   (izquierda;
c6digo    PDB    IJFF)    (L6we    y    col,    2001)    y   del    homodimero    de    Ftsz    de
Afeffaanococcus/.amasch;.t. (derecha;  c6digo PDB IW5A) (Oliva y col,  2004) donde
se destacan   la posici6n de los nucle6tidos en la parte superior y en la interfaz del
dfmero. Se muestra el eje longitudinal y lateral del protofilamento.



En  estos  microtdbulos,  el  heterodrmero  es  la  subunjdad  del  ensamblaje  y

esta constituido  por dos protefnas globulares  llamadas a-tubuljna y P-tubulina que

estan    unidas    por   enlaces    no    covalentes.    Los    heterodfmeros    de   tubulina

interactdan      longitudinalmente     para     formar     protofilamentos     lineales     que

lateralmente  se  asocian  con  un  promedio  de  13  protofilamentos  paralelos  para

formar la pared del  micrott]bulo (Figura  1  C).  El  polimero resultante posee asi una

polaridad   definida,   con   dos   extremos   que   son   estructural   y   funcionalmente

distintos.  Ademas,  la  uni6n  e  hidr6lisis  del  nucle6sido trifosfato  GTP  determina  la

dinamica de polimerizaci6n y despolimerizaci6n de microtdbulos.

La  mencionada  creencia  de  que  las  bacterias  carecfan  de  todos  estos

elementos del citoesqueleto ha cambiado, pues investigaciones realizadas durante

las    tlltimas    dos   d6cadas    han    puesto    de    manifiesto    la   existencia    de   un

citoesqueleto  bacteriano  bien  desarrollado  (Michie  y Lowe,  2006).  Este hecho se

sustenta en la presencia en bacterias de proteinas como Ftsz,  que se le considera

como un ancestro evolutivo de  la tubulina,  y MreB con  ParM  hom6logos a  actina

(Carballido-Lopez,  2006)  que se  encuentran  ampliamente distribuidos en Archeas

y   Bacten.as.   La   primera   proteina   jdentificada   fue   Ftsz   que  es   una   GTpasa

citos6lica altamente conservada (de Boer y cols,  1992),  presente en pfacticamente

todas las eubacterias  y arqueas,  que forma  un  anillo  (el  anillo Z)  en  el futuro sitio

de citoquinesis  y desempefia  un  papel  esencial  en  la divisi6n  celular (Figura  1  D)

(Bi  y  Lutkenhaus,1991). Al  analizar esta  proteina  /.n  v/.fro,  se  observa  que  puede

formar    protofilamentos    simples,     dobles    o     incluso     manojos     de     muchos

protofilamentos  segtin  sea  la  condici6n  en  la  cual  est6  (Figura  1   E)  (Bramhill  y

Thompson,   1994;   de   Boer  y  col,   1992;   Mukherjee  y  col,   1993;   Mukherjee   y

Lutkenhaus,1994;  Raychaudhuri y Park,1992),  siendo similares a los de tubulina

pero que no se ensamblan en microtdbulos.

La resoluci6n de las estructuras tridimensionales tanto del heterodimero de

a- y B-tubulina,  mediante cristalizaci6n  de sabanas  inducjdas  por zinc  (Nogales  y

col,  1998),  y  posteriormente  realizando  una  superposici6n  estructural  (Nogales  y

col,   1999)  y  la  estructura  cristaljna  de  Ftsz  (L6we  y  Amos,   1998)  (Fjgura  1   F)

indica que presentan  homologfa estructural y funcional entre sf. Asl',  ambas  unen



GTP   y   comparten   un   mecanismo   de   activaci6n   de   la   actividad   GTpasjca

dependiente   de   la    polimerizaci6n    (Nogales,    1999).    Sin    embargo    muestran

diferencias   en   su   estructura   terciaria   que   modifican   las   propiedades   de   los

polimeros. Por ejemplo, los mon6meros de a-y P-tubulina forman un heterodimero

estable  donde el  GTP de a-tubulina  no hidroliza  ni  intercambia su  nucle6tido y se

encuentra   ubicado   en   la   superficie   intradfmero   mientras   que   los   mon6meros

individuales  de  Ftsz  pueden  tener  GTP  o  GDP  en  el  bolsillo  del  nucle6tido  tal

como  el   mon6mero  de  P-tubulina.   Otra   de  la  diferencias  se  encuentra  en   el

dominio  carboxilo  terminal  de  la  proteina,   pues  la  tubulina  presenta  un  par  de

h6lices  a  extra  que  terminan  en  una  regi6n  de  12  amino  acidos  negativamente

cargados, que se orientan hacia el exterior de la superficie externa del microtdbulo

y unen proteinas asociadas a microtdbulos (MAPS)  y protefnas motoras (Nogales

y col,1999).

La  tubulina  es  una  proteina  hom6loga  de  Ftsz,  y  es  importante  destacar

que  estas  proteinas  tjenen   una  baja  identidad  de  secuencia  (12%),   pero  las

regiones  de  mayor  conservaci6n  se  encuentran  principalmente  ubicadas  en  los

sitios de uni6n de GTP (de Boer y col,1992).  La baja identidad de secLlencia entre

la  a/P-tubulina  y  la  Ftsz  no  se  condice  con  el  hecho  que  estas  proternas  estan

entre  las  que  mas  poco  han  evolucjonado  del  universo  de  proteinas  conocidas

(Doolittle,   1995).  Ademas  sus  funciones  celulares  son  distintas.  Esto  plante6  la

necesidad  de  un  nexo  entre  ellas  como  otra  protefna  hom6loga  en  bacterias  o

arqueas mas relacionada con tubulina.

1.2 Hallazgo de la tubulina bacteriana.
A pesar que a lo largo de los afios se han publicado numerosas estructuras

que se asemejan  a  microttlbulos  en  un  ndmero  superior a  las  50 taxas  tanto  en
bacterias  como  arqueas  (Bermudes  y col,1994),  todas estas observaciones  s6lo

correspond fan  a  observaciones  morfol6gicas en  micrografias  y careofan  de  base

gen6tjca  o  molecular.   Sin  embargo  el  reporte  de  una  estructura  semej.ante  a

microtdbulos    en    un    ectosimbionte    (epixenosomas)    de    ciliados    del    genero

Eup/ofi.d/.urn presenta la evidencia estructural  mas convincente de la presencia de

estructuras    como    microtdbulos   en    bacterias    (Jenkins   y   col,    2002).    Estos

5



organismos que pertenecen a una divisi6n taxon6mica de bacterias recientemente

descubierta   llamada   Ver"com/.crob;.a   han   mostrado   que   poseen   estructuras

tubulares con  un diametro de 22 ± 3  nm,  lo que resulta cercano al tamafio de los

mjcrottlbulos   eucariontes   (25    nm).    Estas   estructuras   tubulares   presentaron

reacci6n  cruzada  con  anticuerpos  anti-tubulina  de  paramecios  y  sensibiljdad  a

drogas   que   despolimerjzan   microtdbulos   como   el   nocadozol,   y  temperaturas

menores a 4 C° (Petroni y col, 2000).

En   base  a  estas  observaciones  se   busc6  en   el   genoma   parcialmente

secuenciado  de  otra  especie  de  vida  libre  del  phylum   Vemucomt.crab/.a  llamada

Prosthecobacfer de/.onge/./. genes hom6logos a los de tubulina. Asf se encontraron

los genes bfubA ("bacterial tubulin A") y bfubB ("bacterial tubuljn  8'') (Jenkins y col,

2002),   Ios  cuales  se  postula  habrfan  surgido  a  trav6s  de  transferencia  g6nica

horizontal desde un eucarionte primitivo a Prosthecobacfer (Schlieper y col, 2005).

Llama  la  atenci6n  que  a  partir de  una  posible  transferencia  horizontal  desde  un

eucarionte  primitivo a Prosfftecobacfer se  hayan  conservado estos genes,  lo que

podria indicar que  le  han sido  dtiles a la bacteria.  Interesantemente,  se pens6 en

un  principio  que  Prosthecobaofer carecfa  de  Ftsz  (Jenkins  y  col,  2002;  Staley  y

col, 2005). Sin embargo, se logr6 detectar una secuencia que codificaba para Ftsz

en   la   mayor fa   de   estos   organismos   usando   partidores   degenerados   para

amplificaci6n  por PCR.  Estas  proteinas exhiben  la  mayor fa de  las caracteristicas

tfpicas  de  Ftsz,  por  lo  que  estos  hallazgos  abren  nuevos  escenarios  sobre  la

posible  evoluci6n  del  citoesqueleto  y  la  divisi6n  celular bacteriana  (Pilhofer y col,

2007).   Por  otra  parte,   aun  no  se  ha  podido    visualizar  la  protefna  i'n  v/.vo  en

Prosfhecobaofer, y solo se conoce la expresi6n del RNAm mediante RT-PCR.

Mediante  un  alineamiento  mdltiple  entre  tubulina  de  levadura,  BtubA/B  de

Prosthecobacter dejongeii y Ftsz. de E. coli y Bacillus Subtilis F.igura 2), se mos;tr6

un  alto  porcentaje  de  identidad  con  las  proteinas  eucari6ticas  a tubuljna  (31-35°/a

de identidad con BtubA) y P tubulina (34-37% de identidad con BtubB). Ademas de

esto,  el  analisis  de  los  motivos  conservados  especificos  de  tubulina  mostr6  que

BtubA y BtubB poseen cada uno de los 9 motivos especificos de tubulina, frente a

aproximadamante 2 a 3 de los 6 especificos de la proteina Ftsz (Tabla 1) (Jenkins



y col, 2002),  lo que reafirma la relaci6n mas estrecha entre BtubA/B y tubulina que

con Ftsz (8-11% de identidad de secuencia).

Tab[a  1  fv]otivos  de  tubulina  y  Ftsz  jdentifjcados  en  Btub  A  y  Btub  8  de
Prosthecobacter dofongeii. (Jchk]ins y col, 2002)

Subgrupo de tubullm                        N° de motivos Valorp
BtubA

Tubulina
a tubulina
e tubulina
P tubulina
8 tubulina

y tubulina
Ftsz

Btub8
Tubulina

P tubulina
etubulina
cr tubulina

y tubulina
Ftsz
6 tubulina

9de9
7 de 13
4de 10
6 de 13
3 de ]2
5de8
2de6

9de9
8de 13
6 de 10
5 de 13
4de8
3de6
2 de 12

1.4  X  10-62
5.9 x 10-'7
1.2  x  10-'5
1.4 X |0-14
1.9  x  10-'2
3.3 x '0-'1
8.3  x  10-6

1.9  X  10-72

4.2 X |o-26
3.3  X  |o-19
2.5 x  10-'4
1.4 x 10-'3
1J x 10-'0
5.6 x 10-9
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Figura 2 Alineamiento de secuencias de BtubA/B y sus hom6Iogos.
Se tomaron las secuencias de a-tubulina y a-tubulina de levadura,  BtubA y BtubB
a.£.:£H:P&^c!3!Ia.^E:.o_s^pP€_co_R.a_c_t_e_r_._qej,onge,i!:y.Ftszi-e-ES-ci-drri-c.h;a-;Iiir';'ia:a:;|ifuus
Subf/.//.s  para  realizar  un  alineamiento  mtiltiple  con  el  programa  CLUSTALW.  Las
secuencias destacadas en  negro corresponden  a aminoacidos  id6ntjcos  mientras
que las secuencias coloreadas grises corresponden a aminoacidos que comparten
una polaridad similar.



1.3 Aspectos celulares del filum  Ver"com/.crob/.a.

Vemucomt.croo/.a,  es  un  filum  djvergente  de  bacterias  Gram-negativas  que

habitan  los  suelos  y  ambientes  acuaticos.  Hasta  el  presente  se  han  reconocido

dentro   de  este  filum   6  subdivisiones  monofil6ticas   basados  en  el   estudjo  de

librerfas  g6nicas  del   rRNA   16S   (Lee  y  col,   2009),   IIegandose  a   estimar  qile

Vemucomi.croo/.a podria llegar a comprender hasta el  10 % de las bacterjas totales

en el suelo  (Wagner y Horn.  2006),  aunque muy pocas de 6stas son actualmente

cultivables.  Entre  las  caracteristicas  de  estas  bacterias,  tal  como  se  mencion6

anteriormente esta  la  presencia  de estructuras semejantes a  los  microttibulos  en

los   epixenosomas   (Petroni   y  col,   2000),   y  de   genes   similares   a   la   tubulina

eucarionte   en   el   g6nero   Prosfhecobacfer  (Jenkins   y   col,   2002).   De   manera

interesante,   algunos   miembros   de   Venmcomt.crob/.a   viven   en   asocjaci6n   con

eucariontes.

El  g6nero  Prosfhecobaofer,  es  llamado  asf  debido  a  la  morfologfa  de  las

e_spediesquelocomponen(Prosthecobacterdejongeii,Prosthecobactervaneervenii,

Prosthecobacter   debontii   y   Prosthecobacter   fusiformisb,   las   cuales   producen

prostecas.  La prosteca es una extensi6n de la pared celular que contjene citoplasma

(Staley,1968) y que aumenta el area de la superficie de las c6lulas.  Esto contribuye

a   un   aumento   de   la   respiraci6n   y   captaci6n   de   nutrientes,   disminuci6n   de   la

sedimentaci6n   en   ambientes  acuaticos  y  posiblemente  la  adhesi6n   a  sustratos

s6lidos usando esta estructura (Merker y Smith,  1988). Ademas,  al igual que el filum

Planctomicetes.   algunos   in.iembros   de   Verrucomicrobia   como   Prosthecobacter

de/.onge/.i.,  poseen c6lulas compartimentalizadas de forma diferente a la organjzaci6n

procarionte clasica (Lee y col,  2009) y que consiste en la separacj6n del citoplasma

celular  en  dos  regiones:  un  gran  compartimiento  central  llamado  pirelulosoma  que

contiene  al  nucleoide  condensado  y  ribosomas,  los  que  estan  rodeados  por  una

membrana   intracitoplasmatica   y  un   segundo  compartimiento   mas   periferico   que

rodea   al   pirelulosoma,   Ilamado   parifoplasma   que   se   ubjca   entre   la   membrana

plasmatica y la intracitoplasmatica que carece de ribosomas (Figura 3).
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A.  Micrografras electr6nicas oscurecidas de especjes del g6nero Prostfrecobacfer.
(Figura   adaptada   de   Hedlund   y   col,    1997)   a.   Micrografi'as   electr6nicas   de
transmisi6n  de  c6lulas  del  filum   Verwcom/.crab/.a  congeladas  a  alta  presi6n.  Se
muestran  en  estas  figuras  la  prosteca  (PT),  el  Parifoplasma  (P),  y  la  membrana
intracitoplasmatica  (ICM),  la cual  encierra  la  region  del  pirelulosoma que contiene
un  ndcleo  de fibras  condensadas.  Inserto.  Imagen  amplificada  de  los  recuadros
blancos  que  muestra  la  membrana  citoplasmatica  (CM),   Parifoplasma  (P)  y  la
membrana   intracitoplasmatica   (lcM).(Figura  adaptada  de   Lee  y  col,   2009)   C.
Micrograffas  electr6nica  de transmisi6n  de  P.  debonf/./..  Las  celulas  se  fijaron  con
glutaraldehido/Os04-y se tifieron con acetato de uranilo.  Se observan estructuras
de  protofilamentos,  las  cuales  se  ubican  como  manojos en  el centro de  la c6lula
(flechas  negras)  y algunas veces  debajo  de  la  membrana.  Tambi6n  se observan
estructuras     electr6nicamente     muy     densas     (flecha     blanca)     que     podrfan
corresponder a acumulaciones de metales (figura adaptada de Pilhofer, 2008)
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Adn  no  se  sabe  la  funci6n  que  cumplirra  la  tubulina  bacteriana  BtubA/B  en

Prosfhecobaofer  de/.onget.i.,  pero  se  cree  que  participarra  en  la  mantenci6n  de  la

forma    alargada    de    la    c6lula   y    no    participarfa   en    la   divisi6n    celular,    pues

Prosfhecobacfer posee la protefna  Ftsz (Pilhofer y col,  2008).  Sin embargo llama la

atenci6n de que el g6nero Prostheoobacfer haya conservado la tubulina bacteriana a

lo largo de su evoluci6n,  lo que indicaria que tendria alguna funci6n util.

1.4 Propiedades bioquimicas y estructurales de BtubA y BtubB.

Debido  a  [a  dificultad  para  cultivar  las  bacterias  de  la  divisi6n  Vein/comi.crab/.a

(s6lo   unas   pocas   especies  de   las   mas   de  500   que  se   han   encontrado   sean
cultivables),    la   funci6n   /-n   v/.vo   de   BtubA/B   en   Prosfhecobacfer   de/.onget.t.   ha

permanecido  pfacticamente desconocida.  Por este  motivo se clonaron  estos genes
en cepas de E.  co//. para su expresi6n,  se purific6 las proteinas y con esto se obtuvo

la  estructura  cristalografica  de  BtubAIB  (Schlieper  y  col,  2005).   Sin  embargo,   la

polimerizaci6n  /.n  v/.fro  y  su  plegamiento  solo  han  sido  parcialmente  caracterizados

(Sontag y col,  2005).

La  estructura cristalina  del  dimero de  BtubAIB  obtenida  a  3,2 A de  resoluci6n

(Fjgura 4 A)  muestra esencialmente  un  plegamjento similar a  la  del  heterodimero

de  tubulina,   donde  aparece  el   mon6mero  de     BtubA  (unido  a   GDP)   en   una

posici6n  analoga de P-tubulina   y BtubB (sin  nucle6tidos)  en  una posici6n analoga

a  la  de  a-tubulina.  Cada  mon6mero  muestra  los  3  dominios  caracteristicos  del

plegamiento de Tubulina consistentes en un dominio amino terminal, con 6 hebras

betas paralelas alternadas entre si por h6Iices a,  un segundo dominio compuesto

de  3  h6lices  a  y  una  sabana  beta  mezclada  y  un  dominio  carboxilo  terminal

formado por dos h6lices antiparalelas que cruzan a lo largo de los otros dominios

(Schlieper y col,  2005).Otro  aspecto  que  llama  la atenci6n  en  BtubAIB  es  que,  al

igual que Ftsz no requiere chaperonas para su plegamiento (Bertrand y col, 2005),

a   diferencia   de   tubulina,   que   requiere,   hasta   ahora,   del   mayor   nt]mero   de

chaperonas  y  cofactores  para  plegar  correctamente  el  heterodfmero  funcional

(Lewis,1997).
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Estudios  bioquinicos  posteriores  demostraron  que,  en  presencia  de  GTP,

BtubA y BtubB forman filamentos simples (Figura 5 A y 8) y manojos de filamentos

(Figura 5 C) que no corresponden a microtdbulos (Jenkins y col,   1997; Schlieper y

col,  2005;  Sontag  y  col,  2005).  Sin  embargo,  Ios  filamentos  estan  formados  por

dos  protofilamentos,  similares  a  los  de  tubulina  y  Ftsz.   No  se  sabe  si  los  dos

protofilamentos  son  paralelos  o  antiparalelos  el  uno  con  el  otro  (Schlieper y  col,

2005). A trav6s de ensayos de sedimentaci6n,  se determin6 que ambas proteinas

polimerizan  en  cantidades  equimolares  (Figura  5  D),  Io  que  indica  que  BtubA  y

BtubB forman un heterodrmero y ademas apoya la idea de que BtubA/B polimeriza

de  una  manera  alternada  dentro  del  polfmero,  similar  al  heterodfmero  de  a/P-

tubulina (Schlieper y col, 2005; Sontag y col, 2005).  Poco se sabe sobre la cin6tica

de polimerizaci6n de BtubA/B,  pero  la existencia de una concentraci6n  minima de

protefna   para   polimerizar  sugiere   un   mecanismo  cooperativo   de     ensamblaje

(Sontag y col,   2005),  que es reversible (Schlieper y col,   2005),  pues despues de

la despolimerizaci6n  de los filamentos,  debido al  agotamiento del GTP,  es posible

iniciar  un   nuevo   ciclo  de   polimerizaci6n   adicionando   mss   nucle6tido  trifosfato

(Figura  5  E).  Ensayos  de  inmunofluorescencia  con  anticuerpos  anti-BtubB  en  la

bacteria  Escher/.chi.a co//.,  que se  us6  para  la sobreexpresi6n  de  BtubA/B,  mostr6

que  la tubulina  bacteriana  se ensambla  en  largos  manojos  de filamentos  que se

extienden  de  polo  a  polo  a  lo  largo  de  la  bacteria  (Sontag  y  col,  2005),  lo  que

apoya  la  idea  de  que  la  tubulina  bacteriana  contribuiria  de  alguna  manera  a  la

{orma alargada de Prosthecobacter.
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Figura   5.   Estructura   de   los   filamentos   y   propiedades   bioqujmicas   de
BtubA/B.
A.  Microfotografl'a  de  baja  magnificaci6n  que  muestra  BtubA/B  despu6s  agregar
GTP. a. Filamentos de BtubAIB.  Estos son los filamentos mas comunes, formados
por dos  protofilamentos  de  BtubAIB.  La  mayoria  de  los  filamentos  presentan  un

8|r:h(:Zqpur:e+dead)j'ojng:Catdo°9P&:PBuan;raas8:fleescchaa::.E`o3'anmme.nt:i::r£:C:::rp°t:Leanse::
Schlieper y col,2005.  C.  Manojos de 4-7 filamentos  Figura adaptada de Sontag y
col,  2005)  Barra de escala =  200  nm  D.  Ensayo de  polimerizaci6n por dispersi6n
de luz que muestra que la  polimerizaci6n de BtubAIB es reversible.  E.  Ensayo de
sedimentaci6n  con  BtubA  y  BtubB  en  diferentes  proporciones.  La  polimerjzaci6n
solo ocurre con ambas proteinas presentes y es  mayor cuando estan  en relaci6n
1:1.   Figuras adaptadas de Schlieper y col, 2005.
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Otros  estudios,   destinados   a  djlucidar  mss  caracteristicas   bioquimicas,

determjnaron  que  BtubA/B,  al  igual  que  los  microtdbulos,  presentarfan  polaridad

estructural,  Io que produce que un extremo del filamento crezca mss fapido que el

otro.  Sin embargo esta  polaridad no se extenderia  a  manojos de filamentos,  sjno

que  los  filamentos  se  empacari'an  de  una  manera  mixta.  Mas  aun,  tambi6n  se

observ6   que   los   filamentos   individuales   de   BtubAIB   exhibiri'an   una   dinamica

denomjnada  "treadmjlling",   que  consiste  en  el  crecimiento  por  un  extremo  del

filamento   y   el   acortamiento   por  el   otro   y  tambj6n   se   observ6   en   filamentos

jndividuales   el   mecanismo   de   la   inestabilidad   djnamica,   que   es   el   principal

mecanismo de ensamblaje de los microtdbulos,  que consjste en cambios entre las

fasesdecrecimientoyacortamientodeunextremodelmicrotdbulo(Dfaz,2010).

Sin embargo,  a pesar de encontrar bastantes similitudes bioquimicas entre

BtubA/B   y   tubulina,    es    posible   encontrar   algunas    diferencias   de   caracter

estructural,  surgidas al momento de superponer las estructuras cristalinas (Figura

4  C),  entre  las  cuales  se encuentran  djferencias  en  la  h6lice a6  (H6),  en  el  lazo

H1-S2 y en el lazo M,  involucrado  en las interaccjones laterales de los dimeros en

el   microttlbulo.   Este  hecho  puede  ser  relevante  considerando  que,   si   bien  el

dimero de BtubA/B polimeriza ;.n  vi.fro,  como protofilamentos simples  (semejantes

tanto  a  tubulina  como  con  Ftsz),  estos  finamente  se  empacan  como  filamentos

dobles o  bien  manojos de filamentos  dobles.  Por su  parte,  Ios  heterodi.meros  de

tubulina  forman estructuras de  13 protofilamentos,  que conforman el microtdbulo.

Estos antecedentes  muestran  mss bien  aspectos estructurales de  BtubAIB

y  atln   se  conocen   pocas   propjedades   bioquinicas,   que   permitan   determinar

alguna  funcionalidad  a  esta  proteina  dentro  de  la  c6lula.  Por  este  motivo,  este

seminarjo   de   titulo   se   enfoc6   en   la   caracterizaci6n       de   las   propiedades

bioquinicas  de  las  proteinas  BtubAIB  t.n  vt.fro  para  responder a  las  jnterrogantes

que se tienen sobre la dinamica de polimerizaci6n de sus polfmeros dada la gran

similitud que tienen con tubuljna y Ftsz.

Con  este  prop6sjto  se analiz6  la  dinamica  de polimen.zaci6n  de  BtubAIB  /.n

v/.fro en  diferentes  condjcjones experimentales,  que  producen  efectos similares  o
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contrarios   entre   tubuljna   y   Ftsz.    Por   ejemplo,    se   sabe   que   los   cationes

monovalentes K+ y Na+ tienen un efecto diferente sobre la concentraci6n crftica de

poljmerizaci6n de tubulina (Octavio Monasterio,  resultado no publicado) y que Ca+2

induce   su    despoljmerizaci6n    (Solo   y   col,    1993).    Para    Ftsz,    los   cationes

monovalentes  K+  y  Na+  producen   un  efecto  similar  que  en  tubulina,   pero  en

presencia de Ca+2 se induce  la formaci6n  de  manojos de filamentos.  Tambi6n  se

analizafa la actividad  GTpasica que presenta comportamientos caracteri'sticos en

las condiciones experimentales antes mencionadas.  Los polimeros de BtubA/B se

vjsualizaron  mediante  microscopia  electr6nica  para  analizar  la  morfologfa  de  los

filamentos   y   asf   establecer   similitudes   y   diferencias   entre   BtubA/B   y   sus

hom6logos.
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2. HIP6TESIS

La  protel'na  BtubA/B,   a  pesar  de  poseer  mayor  similitud  estructural  con

tubulina,  presentari'a  una dinamjca  de  polimerizaci6n  y actividad  GTpasjca similar

a   Ftsz,   debido  a  sus  semejanzas   funcionales   en   terminos  de  formaci6n   de

filamentos y sensibjlidad a cationes.

3. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar  las propjedades bioqufmicas /n vr.fro de la protel'na BtubA/B y

compararlas con sus hom6logas tubulina y Ftsz

4. OBJETIVOS ESPEciFICOS

I     Purificar BtubAIB silvestre.

•     Determjnar el efecto de los jones, potasio y calcio sobre la dinamica de

polimerizaci6n y activjdad GTpasjca.
I    Determinar el efecto de estos cationes sobre la estructura de  los polimeros

de BtubA/B sjlvestre mediante microscopfa electr6nica.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Maten.ales.

Reactivos: Acrilamida,  bis-acrilamida,  glicerol,  agarosa, Acido deoxic6lico y Triton

X-100  de  Winkler  (santiago,  Chile).  Ampicilina,  lpTG,  Tris  y  HEPES  de  USBiological

(Swamscott,    Massachusett,    EEUU).    Cloruro    de    Pofasio,    Cloruro    de    Magnesio

hexahidratado,    Cloruro    de    calcio,    EGTA   SDS    y    Urea    de    Merck    (Darmstadt,

Alemania).Cocktail   de   inhibidores   de   proteasas  de  Sigma-Aldn.ch   (Estados   Unidos).

PMSF,   DIT,  Azul  brillante  de  coomasie  G-250,  lisozi.rna,  desosirribonucleasa  y  beta

mercaptoetanol  de Sigma  (St.  Louis,  Missouri,  EEUU).  SDS de applichem  (Darmstadt,

Alemania).  Acido  Ac6tico,  etanol  y  metanol  de  TLC  (Santiago,  Chile).Agar,  triptona  y

extracto de levaduras de Difco Laborattories (Detroit, Michigan, EEUU).

Medios de Cu[tivo.

Medio Lun.a-Bertrani. Para 1  litro de medio LB se agreg6 1 0 g de bactotriptona, 5 g

de extracto de levadura,  10 g de cloruro de sodio y se ajusto el pH a 7,5 con hidroxido de

sodio 10 N.  EI medio de cultivo fue esterilizado mediante autoclave. Se agrego ampicilina

a una concentraci6n final de 100 ug/mL ouando fue necesario.

Placasdeagar-LBalmedioliqujdoLBseagregoagaral1%.Seagreg6ampicilina

a una concentraci6n final de 1 00 ug/mL ouando fue necesan.o.

Cepas  y  plasmidios.   Se  utilizaron  las  cepas  XL10-Gold  suministradas  por  el  Kit  de

mutag6nesis  sitio-dirigida  para  almacenar  el  plasmidio  que  codifica  para  la  BtubAIB

silvestre. Tambi6n se utiliz6 la cepa DH5a para los mismos prop6sitos de almacenaje. Se

utilie6 la cepa de E .co/i. BL21 (^DE3)  PLyss para sobreexpresar las prcteinas siivestre y

recombinantes.  El plasmidio que codifica BtubA/B esta bajo el promotor T7 de tipo PET y

fue donado  por  Daniel  Schlieper (Universidad  de  Cambrigde)  y posee  resistencia  para

ampicilina.
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5.2 M6todos.

5.2.1 Preparaci6n de celulas electrocompetentes

Las      c6lulas      aptas      para      la     transformaci6n      en      electroporaci6n

(electrocompetentes),   se  prepararon  a  partir  de  un  cultivo  bacteriano  en  fase
exponencial  de  crecjmiento.   Para  ello,  se  tom6  con  iin  asa  est6m  la  cepa  de

EscheH.cht.a co/i. BL21 PLyss (^DE3) guardada a -80 °C, y se sembr6 en  una placa

de LB agarosa.  Despu6s de incubar la placa por 24 h a 37 °C,  se seleccion6 una

tlnica  colonia  individual  y  se  inocul6  en  5  mL  de  medic  LB  por 24  hr a  37  °C  y

agitaci6n constante. Al siguiente dia,  se tom6 2  mL de cultivo y se inocul6 en 200

ml de medio LB fresco y se incub6 con agitaci6n constante a 37 °C hasta alcanzar

una   D06oo   entre   0,6-0,7   (fase   exponencial   de   crecjmiento).   Las   c6lulas   se

cosecharon  mediante centrifugaci6n  a  7000  rpm  por  10  min  en  tubos  "Falcon"  de

50  mL frfos.  Se descart6 el  sobrenadante y el precipitado  bacteriano obtenido se

siispendi6  en  glicerol  10  %  usando  un  "vortex".  La  resuspensi6n  se  centn.fug6  a

7000 rpm por 10 min. La cosecha y centrifugaci6n se realiz6 tres veces.

Terminados   los   lavados,   las   c6lulas   se   resuspendieron   con   parte   del

sobrenadante que quedo en el tubo despu6s del  tiltimo lavado en  la centrifuga   y

se alicuotaron en tubos eppendorf en volamenes de 25  ul para ser guardados a -

80 °C para su posterior uso.

5.2.2  Transformaci6n  de  cepas  BL21  PLyss  (^DE3)  con  el  plasmidio  que

contiene el gen de BtubA/B silvestre.

Para la transformaci6n, se utiliz6 el m6todo de electroporaci6n.  Para ello se

utiliz6  un  equjpo  Gene  Pulser  (Bjorad)  acoplado  a  un  controlador  de  pulso.   El

equipo se prepar6 configurando el voltaje a 2500 V,  la  resistencia a 200  Ohms y

con 25 uF de capacitancia.  Las c6lulas electrocompetentes BL21  PLyss (25 ul) se

descongelaron  en  hjelo  y se  mezclaron  con  1  ul  de  DNA plasmidial  que contjene

BtubAVB silvestre en una cubeta de electroporacj6n de 0,2 cm de separaci6n entre

electrodos.   Este  plasmidio  fue  previamente  extraido  con  e/  "kit"  comercial  de

purificacj6n    P/asmi.d   A4i.nt.prep    Kt.f   /    (Omega    Biotek)    desde    celulas    XL10.

Inmedjatamente  realjzada  la  electroporaci6n,  se  le  agreg6  a  la  cubeta  1   mL  de
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medio LB para suspender las c6lulas y se incubaron a 37 °C por 1  h con agitaci6n

constante.  Las  c6lulas  transformadas  se  crecieron  en  placas  LB  siiplementadas

con ampicjlina (100 Lig/ml).  Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C.

5.2.3   Sobreexpresi6n   de   las   proteinas   a   BtubAIB   silvestre   mediante

amplificaci6n de cepas BL21 ^DE3  transformadas.

Para la sobre-expresi6n de estas protel'nas se tom6 una colonia de la placa

de  seleccj6n  de  la  electroporaci6n  con  BL21   PLyss  y  se  incub6  en  50  mL  de

medio  LB  suplementado  con  ampicjlina  (100  Llg/ml)  durante  toda  la  noche  con

agitaci6n  constante  a  37  °C.  Al  dia  sigujente,  con  este  cultivo  se  jnocul6  1  L  de

medio  LB  suplementado  con  ampicilina  a  una  misma  concentraci6n  y  se  dej6

crecjendo con agitaci6n constante a 37 °C.  Una vez alcanzada una   D06oo aprox.

de  0,7  se  adicion6  lpTG  (isopropil-B-D-tio-galact6sido),  a  una  concentraci6n  final

de 0,3 mM para inducir la sobre-expresi6n de la proteina y se mantuvo creciendo

por 4 h con agitaci6n constante a 37 °C.  El cultivo se centrifug6 a 5000 rpm por 40

min y el  precjpitado se resuspendi6 en  30 mL de buffer de polimerizaci6n  (HEPES

50  mM,  Mgc12  5mM,  Kcl  0,5M)  por  cada  litro  de  cultivo.  La  suspensi6n  celular,

proveniente  de  2  L  de  jnducci6n,  se  coloc6  en   1   tubo  Falcon  de  50  ml,  y  se

centrifug6 a 8000 rpm por 10 min.  Este procedimiento fue repetido 3 veces a modo

de lavado y posterjormente se guardaron a -80 °C para su pr6ximo uso.

5.2.4 Purificaci6n de proteinas BtubA/B silvestre.

El  precipitado  final  (despu5s  del  lavado)  es  resuspendido  con  15  mL  de

buffer de  polimerizaci6n  sin  Kcl  (HEPES  50mM,  Mgc12  5  mM)  y es traspasado  a

un  vaso  de  precipjtado  de  vjdrio    al  que  se  agrega  una  pastilla  de  coctel  de

inhjbidores de proteasa (Sjgma-Aldrjch) que se agita hasta su completa disoluci6n.

Luego de esto se procede a la ruptura celular y del  DNA   mediante la sonicacj6n

del cultivo con  6 pulsos de 30 segundos y pausas de  1  minuto con  una potencia

(output) de 7 (misonix Sonicator) en hielo para evitar el sobrecalentamjento.

Posteriormente  el  lisado  es  traspasado  a  tubos  de   10  mL  los  que  son

equiljbrados en  peso entre si y llevados a ultracentrifugar a  100.000 x g durante  1
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hora  a  4C°.  Terminado  este  tiempo  se  rescat6  el  sobrenadante,  se  midi6  su

volumen  y  se  descart6  el  pellet.  A  6ste  sobrenadante  se  le  agreg6  KCI  a  una

concentraci6n final de 0,5M.  Esta soluci6n se dej.6 en temperatura ambiente por 15

mjnutos y luego se agreg6 GTP a una concentraci6n final de  1  mM  para inducir la

polimerizaci6n  de  BtubA/B  y se  ultracentrifug6  nuevamente  a  100.000  x g  por  15

minutos a 25 C°.  Se descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en  hielo

con 2-4 voldmenes de buffer de poljmerizaci6n sin  Kcl y se dejo en  hielo durante

15  minutos  con  el  fin  de  favorecer la  despolimerizaci6n  de  la  proteina.  Luego  de

esto se centrifuga la soluci6n a 35.000 x g durante 15 minutos donde se traspasa

el sobrenadante a un tubo limpio y se descarta el pellet que consiste en agregados

de  proteina  no  funcionales.  Se  le  midi6  el  volumen  a  este  sobrenadante  y  se

complet6 la soluci6n con Kcl a una concentraci6n final de 0,5M. Con este proceso

se  completo   1   ciclo  de  polimerizaci6n/despoljmerizacfon  de  la  proteina.   Estos

cjclos de polimerizaci6n inducidos por GTP  y despolimerizaci6n inducidos por frfo,

eliminaci6n de Kcl, y eliminaci6n de cuerpos de inclusj6n se repiti6 3 veces.

Al  final  del  tercer  ciclo,  en  el  momento  de  resuspender  el  pellet  con  2-4

voldmenes de buffer de polimen.zaci6n sin Kcl en hielo, se dialjz6 el sobrenadante

contra  1  Litro  del  mismo  buffer  de  polimerjzaci6n  sin  KCI  durante  toda  la  noche

con  el  fin  de  ir  eliminando  el  exceso  de  GTP  de  la  soluci6n.  Las  muestras  se

guardaron en alicuotas de 20 uL a -80C° para su posterior uso.

5.2.5 Cuantificaci6n de BtubA/B silvestre obtenida en la purificaci6n.

Para conocer la concentraci6n de BtubA/B obtenida durante su purificaci6n

se uso  la espectroscopia de absorbancia.  Esta absorbancia es una funci6n  lineal

de la concentraci6n molar c tal como lo menciona la relaci6n de Lambert-Beer:

A= e x I x c

Donde e es el coeficiente de extinci6n molar que indica cuanta luz absorbe

una proteina a una determjnada longitud de onda y I es la longitud de la celda.
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Es  importante  destacar que  el  coeficiente  de  extinci6n  molar de  cualquier

proteina varfa no s6lo dependiendo de la composici6n sino ademas del estado de

plegamjento  de  6sta  y  de  la  contribuci6n  de  ligandos  que  pueda  presentar  la

proteina  como  el  GTP  o  GDP  en  este  caso.  Par  este  motivo,  al  momento  de
obtener el  coeficiente  de  extinci6n  molar de  la  proteina se  debe tener en  cuenta

que  hay  una  contribuci6n  de  los  nucle6tidos  que  contenga  el  heterodimero  de

BtubAVB que puede ser 2 mol6culas de GDP, dos de GTP o 1  de cada una,  lo que

complica el calculo.  Para solucionar este problema, se descongel6 la protefna que

se  uso  para  los ensayos  y se  incubo  con  GTP  1  mM  durante  1  hora  y luego se

paso  por una  columna  de  cromatograffa  de  exclusi6n  molecular para  eliminar el

GTP   libre.   Teniendo   esta   proterna,   se   sumaron   las   contribuciones   de   BtubA

(47.900  M-t  cm-1)  ,  BtuBB  (39.880 M-i  cm-t),  calculados a partir de sus secuencias

de  aminoacidos  (Pace  y  col,  1995)  ademas  de  las  dos  mol6culas  de  GTP  que

tiene un coeficiente de 7987 M-1  cm-1  a 280 nm cada una,  lo que dio un coeficiente

de   extinci6n   molar      de   103.754,2   M-t   cm-t   que   se   ocup6   para   obtener   la

concentraci6n    de  proteina  que  se  descongela  para  realizar  los  experimentos

usando la ley de Lambert-Beer.
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5.2.6 Ensayos de cin6tica de polimerizaci6n mediante dispersi6n de luz.

La  polimerizaci6n  de  BtubA/B fue  medida  mediante dispersi6n  de  luz a  goo

en  un  espectrofluorfmetro  PerkinuElmer  LS-50B  usando  una  longitud  de  onda  de

excitaci6n y emisi6n de 350 nm, anchos de banda de excitaci6n y emjsi6n de 5 nm

y  un filtro de transmisi6n  de 4%. A partir de  una soluci6n  de  BtubA/B  proveniente

de  la  purificaci6n   (400   uM  aprox.)   en   amortiguador  de  polimerjzaci6n   sin   Kcl

(HEPES  50  mM  pH7.0;  Mgc12  5  mM),  se  prepar6  una solucj6n  de  BtubA/B  a  una

concentraci6n final de 20  uM en amortiguador de polimerjzaci6n con  Kcl 25 o  100

mM  segdn  sea  el  caso.   La  preparaci6n  de  esta  soluci6n  20  uM  produjo  una

diluci6n del Kcl de un 5°/o,  lo que produce una concentraci6n final de Kcl de 24 y

95  mM,  respectivamente,  tanto  para  las  medidas de dispersi6n  de luz como  para

los demas ensayos.  Para las demas concentraciones usadas se tom6 la muestra

de  BtubA/B  a  20  uM  y  se  djluy6  en  serie  al  75  %  de  su  valor  inicial,  obteniendo

concentraciones  de  15;   11,25;  8,44;  6,33;  4,74;  3,56;  2,66;  2,0  y  1,5  uM  segan

corresponda.  Para el caso de las muestras que ademas de tener KCI (ya sea 24 o

95  mM),  contengan  calcjo,  se tom6  una soluci6n  stock  de  Cac12  1  M  preparada

con  el  amortiguador  HEPES  50  mM  Mgc12 5  mM  y  se  adicion6  a  las  soluciones

con proteina en sus respectivas concentraciones para obtener una soluci6n con 5

mM  de  Cac12.  Para  las  soluciones  a  menor  concentraci6n  de  calcio,  se  realiz6

diluciones seriadas  al  50  %  del  valor jnicial  a  la soluci\6n  stock  lM  ,  para obtener

concentraciones  de   Cac12  de  0,5;   0,25;   0,125;   0,063  y  0,032   M  y  con  6stas

preparar las muestras con  menor concentraci6n  de Cac12.  Estas muestras fueron

previamente puestas durante 5 minutos a temperatura ambiente y luego se pas6 a
una  cubeta  de  cuarzo  de  500  uL  y  1  cm  de  paso  6ptico  que  se  introdujo  a  la

camara de la cubeta del espectrofluorimetro donde se dej6 por otros 5  minutos a

25C° mediante un bafio con circulacj6n de agua.  Transcurrido este tiempo se inici6

la  medici6n  de  dispersi6n  durante  5  minutos  para  establecer  la  li.nea  base  e

inmediatamente despu6s se sac6 la cubeta y se agreg6 GTP a una concentraci6n

final  de  lmM.  Se jnvirti6   suavemente 3 veces antes de devolver a  la camara.  El

tiempo trascurrido entre la adici6n del nucle6tido y la medici6n era de  15 segundos

aproximadamente.  Transcurrido  este  tiempo,  el  cambio  neto  en  la  dispersi6n  de
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luz  una  vez  adicionado  el  GTP  fue  graficado  en  funci6n  del  tiempo  y  los  datos

fueron colectados cada 1  segundo.

5.2.7 0btenci6n del tamafio del ndcleo.

Teniendo en cuenta que  BtubA/B es  un  hom6logo de tubulina eucarionte y

Ftsz y que estas son proternas que polimerjzan en largos filamentos para maltiples

funciones  celulares,  es  16gico  pensar que  BtubAVB  presente  las sjguientes fases

de polimerizaci6n en relaci6n al tiempo.

Fase "lag" o latencia que corresponde a la fase jnjcial del proceso donde los

primeros  heterodimeros  pueden  ensamblarse  espontaneamente,   aunque  6stos

son  inestables y se desensamblan  fapidamente debido a que cada  heterodfmero

esta  unido  a   muy  pocos  otros  heterodfmeros   (Alberts,     2008).   Para  que  un

filamento   se  forme   es   necesario  que   las  subunidades  se   ensamblen   en   un

agregado  inicial,   llamado  ndcleo,   el  cual  es  estabilizado  por  los  contactos  de

suficientes  subunidades.  Asf,  el  proceso  inicial  de  formaci6n  de  este  ndcleo  se

denomina  nucleaci6n,   y  dada  la  dificultad  de  formacj6n  de  este,  el  tiempo  de

formaci6n   del   ndcleo   puede   tomar   algtln   tiempo   dependiendo   del   ndmero

necesarjo de heterodrmeros que conformen en ntlcleo.

La fase de elongacj6n ocurre cuando el ndcleo se ha formado y por lo tanto

ocurre  una  fapida  adici6n  de  las  subunidades  en  uno  o  ambos  extremos  del

filamento y que produce la extensi6n de 6ste.

La  fase  de  equilibrio  o  fase  estacionarja  se  refiere  al  momento  en  que  el

sistema  alcanza  un  estado  donde  se  establece  un  balance  entre  la  adjci6n  de

subunidades  por parte  de  los  extremos  del filamento  y  la  salida  de subunidades

por parte del mismo o el otro extremo del filamento.

Para   analizar     el   proceso   de   nucleaci6n,   se   puede   recurrir  a   ciertos

pafametros.   Por  ejemplo   la   determinacj6n   de   la   d6cima   parte   del   tiempo  de

polimerizaci6n (ti;io) (tiempo necesario para producir el  10% de la cantidad total de

polimero)  es  un  tiempo  usado  para  estimar el  tiempo  de  latencia.  Mss  adn,  de

acuerdo   a   modelos   te6ricos   se   pueden   encontrar  algunos   pafametros   para

caracterizar el  tamafio  del  ndcleo.  Uno  de  los  pafametros  llamado  "q"  se  origina
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desde  la  teorfa  de  agregacj6n   helicoidal  de  macromol6culas  desarrollada   por

Oosawa.  Para el caso  de la  polimerizaci6n  de actina,  se demostr6 que el tiempo

medio    de    poljmerjzaci6n    (tiA2)    era    proporcional    a    [Mo]q,    sjendo    [Mo]    Ia

concentraci6n  inicial de Mon6meros  (Oosawa   y Kasai,    1962)  y q  una constante

de  proporcionalidad  que  da  una  estimaci6n  del  numero  de  subunidades  en  el

nt]cleo  critico  .  Este  pafametro  "q"  puede  ser  obtenido  a  trav6s  del  gfafico  del

doble  logaritmo  entre  el  d6cimo  tiempo  de  poljmerizaci6n   (ilo  en  lugar  de  ti2)

versus la cantidad total de proterna en el polimero.  Existe discrepancja acerca del

valor que se  obtiene a  partir de este  gfafico ya  que  por un  lado algunos  autores

establecen  que  se  obtiene  la  mitad  del  valor del  tamafio  del  ndcleo  critico  (n/2)

(Tobacman  y Korn,1983)  mientras que otros  (Voter y Erickson,1984 )  establecen

que   se   obtiene   un   valor   de    ([n+1]/2).    Esta   diferencia   es    mss   bjen    una

interpretaci6n   de   la   definici6n   de   ndcleo,   entendida   ya   sea   como   el   primer

polinero  que  es  por si  mismo  mss  estable  que  el  precursor  (Tobacman  y  Kom,
1983) o bien, como el intermediario estable mas pequefio ovoter y Erickson,1984).

Otra  forma  de  aproximaci6n  al  tamafio  del  ntlcleo  es  el  desarrollado  por

Nishida  qiiien  estudio  la  cin6tica  de  poljmerizaci6n  de  polimerizaci6n  de  actina

separando las   fases de nucleaci6n  y elongacj6n.  Mediante su  estudio determin6

que durante el proceso de nucleacj6n, el ndmero de ndcleos que se establecen se
mantiene constante cuando se pasa a la fase de elongaci6n.  Con esta suposjci6n

se   estima   el   tamafio   del   ntlcleo   relacionando   la   concentraci6n   de   actina,   Ia

constante  de  polimerizaci6n,  la  velocidad  maxima  de  polimerizaci6n  y  el  tiempo

medio  de  polimerizaci6n  (Nishida  y  Sakai,   1983).  El  tamafio  del  ndcleo  por este

m6todo se obtiene a partir del gfafico de doble logaritmo entre la concentraci6n de

proteina en el poll.mero versus la velocidad maxima de polimerjzaci6n normalizada

por la intensidad maxima de polimerizaci6n.  (Derivacj6n de la formula en apendice

1).

5.2.8 Analisis del mecanismo de elongaci6n.

Del  mjsmo  modo  que  podemos  determinar  el  tamafio  del  ndcleo  crftjco

enfocandonos en el proceso de nucleaci6n,  es posible enfocarse en el proceso de
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elongaci6n  para  determjnar como  6sta  es  afectada  en  las  distjntas  condiciones.

Para    esto    debemos    seleccionar   aquellas    curvas    que    tengan    cantidades

equivalente de proteina disponjble para generar poli'meros.  Esto se determin6 de

acuerdo   con   la   diferencia   entre   la   concentraci6n    inicial   de   protei'na   y   la

concentracj6n  critica  (Co - Cc).  Los datos de dispersi6n  de  luz se normalizaron  a

partir de  sus  propias  intensidades  maximas  de tal  modo  que todas  estas  curvas
est6n  en  el  mismo  rango  de  dispersi6n  entre  0  y  1.  Con  estas  curvas  se  pildo

comparar la cin6tica de elongaci6n hasta alcanzar el estado estacionario.

5.2.9 Ensayos de sedimentaci6n a alta velocidad.

Para   los   ensayos   de   obtenci6n   de   concentraci6n   crftjca   a   partir   de

sedimentaci6n,   la   preparacj6n   de   muestra   se   realizo   exactamente   como   se

describe   en    la   secci6n   5.2.6   en    relaci6n   con   la   presencia   de   diferentes

concentraciones  de  Kcl,  BtubA/B  y  Cac12.  Una  vez  preparadas  las  muestras  se

agreg6  GTP  a  una  concentracj6n  final  de  1   mM  y  se  traspas6  50  uL  a  tubos

Beckmann de 200 uL para   ultracentrifugar a 100.000 x g.  Con el fin de obtener los

maximos estados de polimerjzaci6n,  se tomaron los valores de maxima djspersj6n

de  luz obtenidos  prevjamente  (Figura  8  y  9)  y  con  esto  se  colectaron  muestras

durante  1,5  minutos  despu6s  de  agregar el  GTP  para  KCI  24  mM  sin  calcjo,10

minutos  despu6s  de  agregar  el  GTP  para  Kcl  95  mM  sin  calcio  y  20  minutos

despues  de  agregar el  GTP  para  25  y  95  mM  de  Kcl  con  Cac121,25  mM,  que

corresponden a sus maximos estados de polimerizaci6n.

Para los ensayos de sedjmentaci6n a distintas concentraciones de calcio se

prepar6,  a  partjr  de  una  solucj6n  de  BtubA/B  200  uM  (HEPES  50  mM  pH  7.0;

Mgc12  5  mM)  la  proteina a  una  concentracj6n  final  de  10  uM  en  amortiguador de

polimerizaci6n  a concentraciones de 25 0 95  mM de  KCI.  La preparaci6n de esta

soluci6n  10  uM  tambi6n  produjo  una  diluci6n  del  Kcl  de  un  5%  con  respecto  al

valor que  se  indica.  Para  los  ensayos  con  calcio  se tom6  la  soluci6n  "stock"  de

Cac121M  y se complet6  el volumen  de las soluciones de proteina  para aquellos

ensayos a 5mM  de calcio.  Para los ensayos de concentraciones mss djluidas de

calcio se realiz6 diluciones seriadas al 50  %  de su valor inicial a la soluci6n stock
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de Cac12,  con el fin de  mantener el  mismo volumen  adicionado que el caso de 5

mM, tal como los ensayos de sedimentaci6n para obtener la concentraci6n crl'tica.

Una  vez  que  se  prepararon  todas  las  soluciones  con  proteina  con  las  distintas

condiciones  de  Kcl  (24  y  95  mM)  y  calcio  (0,625  -  5mM),  se  agreg6  GTP  a

concentraci6n final de 1  mM y se fueron sacando ali'cuotas de 50 uL a 0, 20 , 40 ,

80,  160  y  320  minutos  luego  de  agregar  el  GTP.  Estas  alicuotas  se  pasaron  a

tubos  Beckmann  de  200  ul  y  se  ultracentrjfugaron  a   100.000  x  g  durante  15

minutes y temperatura ambiente.

Termjnado  ese  tiempo  se  traspas6  el  sobrenadante  a  tubos  nuevos  y  el

precipitado se  resuspendi6  en  50  uL  de  buffer de  poljmerizaci6n  (HEPES  50  mM

pH  7.0,  Mgc12 5  mM)  sin  KCI  mediante "vortex" y pjpeteo.  Finalmente se tomaron

10uL  de  cada  una  de  las  muestras  de  sobrenadante  y  pellet  y  se  corrieron  en

SDS-PAGE  junto   a   las   muestras   totales   de   proteinas   que   resultaban   de   la

preparaci6n  inicial.  Una  vez  corrjdos  los  geles,  se  tifieron  con  Azul  brillante  de

Coomassie G250  y se cuantific6 la cantidad de protefna en  el sobrenadante y en

el   precipitado  a   partir  de  las   muestras  totales  de   proteina  de  concentraci6n

conocida.

Para cuantificar la masa del precipitado para los ensayos de concentraci6n

critica y de sedimentaci6n a distintas cantidades de calcio, se escane6 los geles y

las   imagenes   se   analizaron   mediante   el   programa   lmageJ.    La   imagen   fue

transformada  a  escala  de  grjses  de  8  bit,  se  le  sustrajo  el  "background",  y  se

invirti6 los colores. Con esta imagen el programa puede dar un valor de intensidad

a cada una de las bandas que se encuentran en el gel y que es proporcional a la

cantidad  de  proteina  cargada.  En  todos  los  geles  se  dejan  algunos  carriles  con

cantidades conocidas de protei'na cargada, con el prop6sito de construir una curva

de calibraci6n graficando la intensidad de la banda vs la masa de proteina.

5.2.10 Actividad GTpasica.

Se  determin6  la  actividad  GTpasica  de  BtubAVB  mediante    el  ensayo  de

verde de  malaquita catalizada con  moljbdato de amonio que  mide la  liberaci6n  de

fosfato   inorganico   liberado   (Gedalopoulos   y  col,   1991),   Su   determjnaci6n   se
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realjz6 en amortiguador HEPES 50mM  pH  7.0,  Mgc12 5 mM y 24 o 95 mM de KCI

segon   corresponda   y   todos   los   experjmentos   se   realizaron   a   temperatura

ambiente.  La preparaci6n de las muestras en ausencia y en presencja de calcjo se

realiz6 del mismo modo que con los ensayos de dispersi6n de luz. Antes de jniciar

las  reacciones,   las  soluciones  se  dejaron  en  temperatura  ambiente  durante  5

minutes y luego se inici6 la reacci6n agregando GTP a una concertaci6n final de  1

mM.  La reacci6n se incub6 a tjempos de 0,  2,  4,  6,  8,  10,  15,  20,  30, 40,  50,  60 y

90   minutos.   Para   detener   la   reacci6n   de   hjdr6lisis   de   GTP   en   los   tiempos

deseados,  se tomaron alicuotas de  10  uL de soluci6n  y se depositaron  en  tubos

eppendorf que contenran  150  lil   de acjdo  percl6rico  0,309  M.  Estas  reacciones

asi   detenidas   eran   dejadas   en   hielo   hasta   que   todas   las   muestras   fueran

colectadas.  Inmediatamente despu6s se traspasaban todas las muestras a placas

de 96 pocillos y a cada muestra se le agreg6 40 uL de soluci6n colorante de verde

de malaquita con molibdato de amonio mientras la placa se mantuvo en hielo. Esta

soluci6n colorante corresponde a una mezcla de 10 mL de la soluci6n de verde de

malaquita;   2,5   mL   de   la   soluci6n   de   molibdato   de   amonio   al   15%   en   H20

nanporura  y  0,5  mL  de  soluci6n  de  Tween  20  al   11°/a.  Una  vez  agregado  la

soluci6n  de verde de  malaquita se dej6 Ia placa  a temperatura ambjente durante

25   minutos.   La   medici6n   de  fosfato   inorganico   (Pj)   ljberado   es   determinado

mediante  la  medici6n  de  la  absorbancia  de  las  muestras  a  630nm.  La  curva  de

calibraci6n   se  construy6  con  fosfato  inorganico   monobasico  disuelto  en   agua

nanopura  y tuvo  un  rango  lineal  entre  0,5  y  3  nmoles  de  fosfato  inorganico.  Se

determin6 la velocidad de hidr6lisjs de GTP de las distjntas condicjones a partir de

las  pendientes  de  las  curvas  de  progreso  mjentras  se  mantuvieran  en  el  rango

lineal.  Para  determinar  la  constante  catalitica  *oat,  se  grafic6  las  velocidades  de

hidr6lisis  de  GTP  en  funcj6n  de  la  concentraci6n  de  BtubA/B.  Para  realizar  los

gfaficos de Dixon, se us6 Ios recfprocos de Aoaf, y se grafic6 vs la concentraci6n de

Cac12

1.  Soluci6n "stock" de verde de malaquita  1,32 mM en H2S04 3,1  M: agregar 8,3
mLdeH2S04al95%a41,7mLdeaguananopura.Esperarqueseenfriey
agregar 61  mg de verde malaquita.
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5.2.11 Visualizaci6n de polfmeros mediante microscopia electr6nica

Con  el fin  de asegurar la  presencia  de poll'meros de  BtubA/B en todas  las

condicjones    estudiadas,    se    prepararon    concentraciones    de    proteina    que

estuvieran  sobre  su  concentraci6n  critica.   Por  esta  raz6n  se  prepar6   100  uL

BtubA/B  8,44  uM  para todas las condiciones de Kcl   (25  y  100  mM)  y calcio   (0 y

1,25  mM),  mediante  diluciones  seriadas    y  se  poljmeriz6  Ia  proteina  con  GTP  1

mM a temperatura ambiente.  Para observar los polimeros en su maximo estado de

polimerizaci6n,   se  tomaron  como  referencia  las  curvas  de  dispersi6n  de  luz  y

despu6s de 1,5 minutes, para Kcl 24 mM sin calcio; 20 minutos para Kcl 24 mM y

calcio  1,25  mM ;  10 minutos para KCI  95 mM y  15  mjnutos para Kcl 95 mM calcio

1,25  mM  se  adicion610  uL  de  la  mezcla  de  la  reaccj6n  a  una  grilla  de  cobre

cubierta   con   carb6n.   Despu6s   que   las   grillas   se   lavaron   tres   veces   en   el

amortiguador de  polimerizaci6n  respectivo,  se tifieron  negatjvamente con  acetato

de  uranilo  al  2%.  Las  imagenes  de  las  muestras  se  obtuvieron  a  25°C  en  un

mjcroscopio electr6nico  y con una magnificaci6n de 46.000X.

Una vez obtenidas  las  imagenes,  se  mjdi6 el ancho  promedio de los filamentos

obtenidos de todas las condiciones.  Para ello se escanearon las fotograffas y se uso el

programa lmageJ   para la determjnaci6n.  Para todos los casos se tomaron 8 filamentos

para establecer el promedio.
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6. RESULTADOS

6.1 Expresi6n y pun'ficaci6n de Btub A/B silvestre.
Losplasmidiosquecodificanparalaproteinasiivestre,setransformaronenlacepa

de  Escrfen.cht.a  co/i. BL21   PLyss  (^DE3)  pare  sobreexpresar  y  purificar  las  protel'nas

correspondientes,  como se indjca en Maten.ales y M6todos.  Se escogi6 una colonia de

cepa transformada con la   proteina y se verific6 medjante SDS-PAGE la sobreexpresi6n

de las estas (Figure 6 A).

La  purificaci6n  de BtubA/B,   se hho con  el  protocolo de purificaci6n  deson.to en

MaterialesyM6todos,yparacomprobarlapurezadeBtubA/Bencadaunadelasetapas

de purificaci6n  de la  proteina se analizaron  6stas en  un  gel  SDS-PAGE.  La figura 6  8

muestraunenriquecimjentodelaproteinaBtubAVBsiivestrealelimjnarloscontaminantes.

En   el   carril   8   de   la   figura   se   observa   que   despu6s   de   tres   ciclos   de

polimerizaci6n/despolimerazaci6nseobtienenambasproteinaspfacticamentepuras.
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Figura 6. SDS-PAGE de sobreexpresi6n y purificaci6n de BtubA/B.
A.Ensayodesobreexpresi6nde3clonesdec6lulasdeE.co/t.BL21(^DE3)PLyss.
Los clones  1  y 2 presentan el plasmido con los genes de BtubA/B mientras que el
clon  3  no  lo  tiene.   Nl;  celulas  no  inducidas  con  IPTG.   I;   C6lulas  inducidas  con
lpTG   a   una   concentraci6n   final   de   0,3   mM.   a.   Alfcuotas   de   los   pasos   de
pun.ficaci6n   de   BtubAIB.   Carril   1:   c6lulas   del   ensayo   de   sobreexpresj6n   no
inducidas.   Carril2:  C6lulas  del  ensayo  de  sobreexpresi6n  inducidas  con   IPTG.
CarrH  3:  Extracto  celular total  del  cultivo  sonicado.  Carril  4.  Sobrenadante  de  la
ultracentrifugaci6n  de  las  c6Iulas  sonicadas.   Carm  5.Sobrenadante  del   primer
ciclo  de  polimerizaci6n/despolimerizaci6n.   CarrH  6.   Sobrenadante  del  segundo
ciclo de polimerizaci6n/despolimerizaci6n.  Carm  7.  Sobrenadante  del  tercer   ciclo
de  polimerizaci6n/despolimerizaci6n.  Calm  8.  Precipitado  de  proteina  resultante
del tercer ciclo de polimerizaci6n/despolimerizaci6n.
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6.2 Cin6tica de polimerizaci6n de BtubAIB.
Se   ha   descrito  anteriormente  que   la   proteina   BtubA/B   poljmen.za   de

manera   dependjente   de   GTP   para   formar  filamentos   dobles   y   manojos   de

filamentos dobles que miden hasta algunos micrones de largo, dependiendo de las

condicjones de  pH  y  Kcl del  medio.  Estos otorgan  turbidez a  la solucj6n,  que se

puede seguir por djspersj6n  de luz,  que es un  m6todo conveniente para observar
la  cin6tica  de  polimerizacj6n  en  tiempo  real  y  asi  caracterizarla  (Mukherj.ee  y

Lutkenhaus,1998).

Con  este  ensayo  se observ6  que  BtubA/B  polimeriza  al  agregar GTP  y

que  la turbidez muestra  un  fapido aumento hasta alcanzar un  maximo cuyo valor

depende en forma directa de la concentraci6n del nucle6tido.  Despu6s se observa

el   proceso   de   despolimerizaci6n,   cuya   velocidad   dismjnuye   al   aumentar   la

concentraci6n  de  GTP  (Fig.   7A).   En  esta  misma  figura  se  observa  que  a  las

mismas  concentraciones  de  GTP  utilizadas  a  Kcl  95  mM  hay  un  aumento  (de

aproximadamente  4  veces  del  maximo  de  polimerizaci6n  con  respecto  a  Kcl  24

mM,  confirmando los resultados de Mukherjee y col,  (1993).

Recientemente  se  ha  publicado  un  trabajo  del  laboratorio  del  Dr.  Jose

Manuel Andreu  (Martin-Galeano y col,  2011) donde prueba diferentes condiciones

para  la  polimerjzaci6n  de  BtubA/B.  Entre  ellas  cabe  destacar la  acci6n  de  calcio,

que  se  comporta  como  un  activador  de  la  polimerjzaci6n.   Sin  embargo  no  da

mayores detalles de su comportamiento.  Este cati6n  es muy interesante,  pues su

efecto  ha  sido  estudiado  en  dos  de  las  protei'nas  de  la  famjlja  de  las  tubulinas,

Ftsz y el  heterodimero  de  al fa  y  beta tubulina  en  eucariontes:  en  el  primer caso

induce   la   formaci6n   de   manojos   de   filamentos   y   en   el   segundo   inhibe   la

polimerizaci6n de microtdbulos.  Nuestros resultados   en  la figura 78 muestran que

para  BtubA/B,  el  calcio  aumenta  la  dispersi6n  de  luz  y  modifica  algunas  fases

como    nucleaci6n    y    despolimerjzaci6n    despu6s    de    jnducir    por    GTP    su

polimerizaci6n.   Este   resultado  tambi6n   fue  observado   en   el     trabajo   del   Dr.

Andreu.  Para confirmar el efecto de calcjo se hjzo un control con  EGTA (Fig.  7C)

para  eliminar  cualqujer  traza  de  calcio  proveniente  de  la  muestra  protejca.   Se

concluye que calcio estimula la polimerizaci6n al igual que lo hace con Ftsz.
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Figura 7. Polimerizaci6n de BtubA/B en presencia de  Kcl, Cac12 y GTP.
A.  Ensayos  de  dispersi6n  de  luz a  distintas  concentraciones  de  Kcl  y  GTP  con
BtubA/B   10  uM,   para  determinar  los  maximos  de  dispersi6n  y  la  cinetjca  de
polimerizaci6n.   8.   Efecto  de  calcio  sobre  BtubA/B   10   uM   para  comparar  sus
dinamicas de polimerizaci6n.  C.  Polimerizaci6n de BtubA/B  10 uM en presencia de
EGTA (Flecha inferior).  Como control se agreg6 EGTA a una concertaci6n final de
2   mM,   durante   la  polimerizaci6n  en   presencia  de  calcio   (Flecha  superior)  se
agreg6   calcio   a   la   polimerizaci6n   en   ausencia   de   este   para   observar   la
reversibilidad del efecto de calcio.
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Con el objeto de determinar la concentraci6n crftica y el efecto del calcio

sobre  6sta,  a  una  concentraci6n  fija  de  24  mM     Kcl  (Fig.  8A),  se  ensay6  Ia

polimerizaci6n   entre  4,74   y  20   prM   de   BtubA/B.   Los   resultados   muestran   un

aumento  progresivo de  la  dispersi6n  de luz con  la concentraci6n  de  proterna.  Se

observa   que   al   aumentar   la   concentraci6n   de   proteina   tambi6n   aumenta   la

velocidad   de   despoljmerizaci6n   probablemente   debido   a   un   aumento   de   la

velocidad  de  hidr6ljsis  de  GTP  que  se  hace  limitante.   Cabe  mencionar  que  el

aumento  de  la  dispersi6n  de  luz  por  sobre  11,25  HM  de  proteina  se  hace  muy

fapido e impide distinguir el efecto del  GTP,  pero  por bajo esta concentraci6n  es

notoria la dependencia de este aumento respecto a   la concentraci6n de proteina.

Al  agregar  1,25  mM  de  Cac12  (Fig.  88)  se  observan  claramente  dos fases  en  el

aumento  inicial  de  la  dispersi6n  de  luz.  Una  fapida,  probablemente  debida  a  la

polimerizaci6n  de los filamentos, .y una mss lenta,  debida a la potencial formaci6n

de  los  manojos  (como se  mostrara  mas  adelante).  Es  probable que la formaci6n

de  manojos  estabilice  los  polfmeros  haciendo  despreciable  la  despolimerizaci6n.

Para  hacer  notar  el  aumento  de  la  dispersi6n  de  luz  debida  a  los  probables

manojos, se comparan  las cin6ticas de polimerizaci6n en presencia y ausencia de

calcio en  la  Figura 8C.  Se observa  un  aumento de  la djspersi6n  en  presencia  de

calcio, propio de manojos de filamentos, como ocurre en el caso de Ftsz (Jae Yen,

2007).

Como se  mostr6 en  la  Figura  7A al  aumentar la concentraci6n  de  Kcl a

100  mM  se  produce  un  aumento de  la dispersion  de luz.  Para determinar si  este

aumento se debe a una disminuci6n de la concentraci6n crftica o a la formaci6n de

manojos,  que  producen  mayor  dispersi6n  de  luz,  se  determin6  la  concentraci6n

critica en presencia y ausencia de calcio de manera similar a lo que se hizo a 24

mM   Kcl.
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Fjgura 8. Efecto del KCI 24 mM y Ca+2 sobre las curvas de po[imerizaci6n de
BtubA/B a distintas concentraciones de proteina
A.   Cin6tica  de  polimerizaci6n   de  BtubA/B  a  24   mM  de  Kcl     sin  calcio  y  con
distintas concentraciones de  protefna.  8.  Cin6tica de  polimerizaci6n de  BtubA/B a
24  mM  de  Kcl  y  1,25  mM  de  calcio  a  distintas  concentraciones  de  protefna.  C.
Superposici6n  de  las  curvas  de  la  polimerizaci6n  en  presencia  y  ausencia  de
calcio.  El tiempo 0 se consider6 a los 15 segundos luego de agregar el GTP a una
concentraci6n final de 1  mM.
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En  la  Figura  9A  se  observa  la  ocurrencia  de  dos  fases  en  el  aumento

inicial   de   la   dispersi6n   de   luz.   Hay   una   clara   dependencia   del   maximo   de

polimerizaci6n  respecto  a  la  concentraci6n  de  proteina  como  tambi6n  una  leve

disminuci6n  de  la  velocidad  de  despo[imerizaci6n.   Este  resultado  indica  que  el

aumento  en  la  concentraci6n  de  Kcl  estabiliza  los  polfmeros  probablemente  al

disminuir la velocidad  de  hidr6lisis de  GTP. Al agregar calcio  (Figura 98)  hay una

clara  estabilizaci6n  de  los  polfmeros  al  igual  que  a  24  mM    Kcl  (Figura  88).  Sin

embargo,   el   aumento   inicial  de  la  dispersi6n   vuelve  a  ser  de   una  sola  fase

aparente  desde  la  elongaci6n  hasta  el  maximo  de  dispersi6n.   Esto  resulta  un

efecto contrario al de Kcl 24 mM donde se aprecia sola una fase aparente desde

la  elongaci6n  hasta  el  maximo  de  dispersi6n  y  dos  fases  de  elongaci6n  hasta

llegar  lentamente  al  maximo  de  polimerizaci6n.  En  la  figura  9C  se  observa  que

calcio aumenta la dispersi6n de luz a una misma concentraci6n de proteina como

se  observ6  con  Kcl  24  mM,  aunque  la  diferencia  entre  presencia  y ausencia  de

ca+2 es menor.

La concentraci6n  critica se determin6  con  los valores experimentales de

las figuras 8 y 9.  Con ese prop6sito se grafic6 el aumento de dispersi6n de luz en

el  maximo  de  la  curva  de  polimerizaci6n  versus  la  concentraci6n  de  proteina  en

presencia y ausencia de calcio a las dos concentraciones de Kcl  utiljzadas.  En la

figura  10  se  observa  que  al  aumentar la  concentraci6n  de  Kcl  y calcio  hay  una

disminuci6n    de    la   concentraci6n    critica.    Se   observa   tambien    un   aumento

significativo del valor de la pendiente respecto a Kcl 24 mM.  Un cambio en el valor

de  la  pendiente  refleja  un  cambio en  la estructura de  los  polimeros,  lo que  hace

probable  la  presencia  de  manojos  en  estas  condiciones.   Si  bien  en  las  otras
condiciones  se  observan  diferencias  en  las  pendientes,  su  diferencia  no  permite

determinar si tenemos distintos tipos  de  polimeros.  Los valores de concentraci6n

critica se resumen en la tabla 2.
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Tabla     N°2.     Valores     de     concentraci6n     critica     en     las     condiciones

experimenta[es estudiadas

24 mM   Kcl 95 mM   Kcl

OmM         Ca+z 4,17 ± 0,0649 2,29 ± 0,2303

1,25 mM  Ca+2 3,45 ± 0,0849 1,54 ± 0,1308
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Figura 9 Efecto del Kcl 95 mM y Ca+2 sobre ]as curvas de polimerizaci6n de
BtubA/B a distintas concentraciones de proteina.
A.   Cin6tica  de   polimerizaci6n   de  BtubAIB  a   95   mM   de   Kcl,   sin  calcio  y  con
distintas  concentraciones  de  proterna.  8.  Cinetica  de  polimerizaci6n  de  BtubA/B
con 95 mM de Kcl y 1,25 mM de calcio a distintas concentraciones de proteina.  C.
Superposici6n de las curvas de polimerizaci6n en  presencia y ausencia de calcio.
El  tiempo  0  se  consider6  a  los  15  segundos  luego  de  agregar  el  GTP  a  una
concentraci6n final de 1  mM.
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Figura 10. Concentraci6n critica de BtubA/B.
Determinaci6n   de   concentraci6n   critica   de   BtubA/B    en    las   4   condiciones
analizadas en figura 8 y 9.  La determinaci6n de la concentraci6n critica se hizo por
la  extrapolaci6n   de  linea  sobre  el  eje  X  para  las  condiciones  experimentales
sefialadas en el gfafico. A Dispersi6n corresponde a la diferencia de intensidad de
luz entre el maximo de djspersi6n y la lrnea base.
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6.3 Determinacj6n de[ tamafio del ntlcleo.
Tal como se mencion6 en materiales y metodos (5.2.7), se han desarrollado

distintas   teorfas   para   de   estimar   un   valor   para   el   tamafio   del   ndcleo   de

polimerizaci6n,  dependiendo de los distintos pafametros que se puedan tomar.  EI

primero en desarrollar una teoria fue Oosawa y Kasai (1962), el cual se basa en la

agregaci6n   helicoidal  de  macromol6culas  y  toma  como  principal   pafametro  el

tiempo  para  generar  distintos  porcentajes  de  la  polimerizaci6n  total  en  alguna

condici6n  particular.  Segdn  el  modelo  de  Oosawa  y  Kasai,  si se  grafica  el  doble

logaritmo  entre  la  concentraci6n  a  la  que  se  encuentra  el  polimero  versus  el

d6cimo de tiempo de polimerizaci6n  (ti/io) se obtiene una  recta cuyo  pendiente es

el valor absoluto de la mitad del tamafio del ndcleo (n/2),

Por otro lado, se encuentra la teorfa de Nishida y Sakai (1983) que se basa

en sus estudios con actina y cuya estimacj6n del tamafio del ndcleo depende de la

relaci6n en  la  maxima velocidad de polimerizaci6n y la maxima po[imerizaci6n que

se alcanza en alguna condici6n.

Siguiendo  el  modelo  de  Nishida  y  Sakai  (1983),  si  se  grafica  el  doble  del

logaritmo  entre   la  velocidad   maxima  de  polimerizaci6n  dividida   por  la   maxima

intensidad  de  polimerizaci6n  versus  la  concentraci6n  de  proteina  en  el  polimero,

obtenemos  una  pendiente  cuyo valor corresponde al  de  la  mitad  del  tamafio  del

ndcleo   (n/2)   (Figura   118).    Este   gfafico   muestra   una   linealidad   para   dicha

dependencia entre los datos e ilustra 2 puntos importantes: a) por un lado muestra

que las pendientes en ausencia y en  presencia de calcio a las 2 concentraciones
de  KCI  son  similares,  lo  que  da  cuenta  que  segdn  este  modelo,  a  pesar  de  la

notable diferencia entre las curvas de dispersi6n  de  luz,  esta diferencia  no incide

en  el  tamaFio  del  nclcleo.  b)  es  posible  observar  que  si  bien  las  pendientes  no

sufren cambios significativos, si se observa una disminuci6n de los valores del eje

de la ordenadas de alrededor de 0,8 en el modelo de Nishida. Teniendo en cuenta

que,  segdn  6sta  derivaci6n,  el  valor  del  eje  de  las  ordenadas  corresponde  al

producto  entre  la  constante  de  polimerizaci6n  y  la  de  nucleaci6n(logv  k*k2),  se

puede mencionar que si bjen,  no se puede obtener un valor para estas constantes

en forma independiente, si se observa una reducci6n del producto de ellas en mas
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de 6 veces( en presencia de calcio,  lo que hace razonable pensar que la presencia

de calcio np modifica el tamafio del ntlcleo,  pero si disminuye la constante para la

formaci6n  de  6ste.  Se  realiz6  ademas  los  calculos  segdn  el  modelo  de  Oosawa,
I

resultando |valores   similares   a   los   del   modelo  de   Nishida   y  Sakai   (datos   no

mostrados)I.  Esto  sugiere  que  la  aplicaci6n  de  estos  modelos  a  actina  (Nishida  y

Sakai,1983;  Oosawa  y  Kasai,  1962)  se  puede  generalizar  para  otros  polimeros
1

como  los  qe  BtubA/B.  Estos  valores  obtenidos  desde  los  gfaficos  de  Njshida  y

Sakaj  nos  Permiten  sugerir  que  BtubA/B  necesita  de  al  menos  un  trfmero  para

comenzar la fase de elongaci6n en este rango de concentraci6n de KCI y calcio.
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24mMl{CI     24mMKct
1,25 mM ca+2

95mlvIKcl     95 mMl(Cl
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Condiciones
Figura 11. Determinaci6n del tamajio del ntlc[eo de BtubA/B
A.  Determihaci6n  del  tamafio del  ndcleo segdn  el  m6todo  de  Nishida  Y Sakai.  EI
valor que s6  obtuvo  a  partir de  la  pendiente  del  logaritmo  del  coeficiente  entre  ]a

Yae'%|dcaedntta%i#adye'aBjtnut:ftsidaednmeixi::i::gYLmo:Wf%ar)::)rs5:r:'!:gag:sT]:t::
condiciones  corresponde  a  la  mitad  del  valor  del  ndcleo  (n/2).  a.  Valores  de  n
(tamafio   d6l   ndcleo)   obtenidos   a   partir   de   ambos   m6todos,   para   todas   las
condiciones estudiadas.  n = 3.
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6.4 Proceso de elongaci6n.
De  acuerdo  al   estudio   de   Nishjda  y  Sakai   (1983),   es   posible   analizar

tambi6n    la   etapa   de   elongaci6n    de   un    polfmero.    Con   este   prop6sito   se
I

normaljzargn  los  datos  de  la  polimerizaci6n  de  BtubA/B  obtenidos  por dispersi6n

de luz (Fig;  12)  y se   consideraron s6lo las curvas que presentaban  una cantidad

similar   de| proteina   disponible   para   polimerizar   (Co   -Cc;   ver   secci6n   5.2.8
I

materiales |y  m6todos)  (Fig.  12  A).  La  comparaci6n  de  las  curvas  normalizadas

(Fig.  128  y  C)  muestra  claras  diferencias  en  todo  el  proceso  de  polimerizacf6n,

pues en todos los casos se observan diferencias, tanto en los periodos de latencia,
I

como  en  lps  puntos  de  inflexi6n  donde  hay  una  disminuci6n  en  la  velocidad  de

elongaci6n hasta llegar al estado estacionario.

La  diferencia  en  el  periodo de  latencia  para  el  caso  de 24  mM  de  Kcl  es

particularmente  notoria,  pues  este  tiempo  pas6  de  ser  un  proceso  sumamente
I

fapido y  diircil  de  medjr con  el fluorimetro  a  mas de  1  minuto,  cuando  la  proteina

se encuent[a con calcio (Fig.  128).  Se observ6 este mismo efecto para el caso de

95 mM de fcl (Fig  12 C). Esto sugiere que durante la fase de latencia, el producto

de las constantes de polimerizaci6n (k2) y de nucleaci6n (k*) disminuyeron para los
(

casos con calcio.
1

Con }especto al proceso de jnflexi6n que ocurre durante la elongaci6n si se

observan iniportantes diferencias.  Para el caso de 24 mM de Kcl  (Fig  128)  no se

observ6  nirigdn  punto  de  inflexi6n  en  el  proceso  de  elongaci6n,  lo  que  produce

que el procFso de elongaci6n sea de una sola fase hasta llegar fapidamente a su

T2:jmmaMP:]]|::r'::::6:apu°nr:tur:t:add°::naflr:x:64n7flMecdheaKnce'g::)Par:r::::I:rddee:::C[:
I

minutos que produce  una constante disminuci6n  en  la velocidad  de elongaci6n  y

como consecuencia tengamos un proceso de elongaci6n de dos fases.  En cambio,

para  95  mM   Kcl  si se observa un  punto de inflexi6n  (flecha  negra) que produce

un proceso qe elongaci6n de 2 fases y una constante disminuci6n de la velocidad

de esta, au|que mucho mas leve que el caso de 24 mM   Kcl  1,25mM calcio.  Este

punto de inflexi6n desaparece cuando tenemos 95 mM   Kcl con 1,25 mM de calcio

lo que produce una elongaci6n  de  una sola fase.  Estos  resultados  muestran  que
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existe un ¢fecto opuesto del calcio entre 25 y 95 mM   Kcl cuando observamos el

namero dd fases durante la elongaci6n.





A.  Cin6tica  de  polimen.zaci6n  de  las  muestras  cuya  cantidad  de  precipitado  fue
similar entre todas  las  condiciones  estudjadas.  a.  Dispersi6n  de  luz normalizada
con  Kcl  24  mM  en  ausencia y  presencia de calcio.  En  el  sector marcado con  un

:::Ferffj%n¥;nell:nflgeacchj:nsereosbpseecT;anmc:anrt:T%Tt3j,::edr:fiF6r:ndc:aFu:nn,:rsmpar,:zcaedsaoscg:
Kcl 95 mM en ausencia y presencia de calcio.  En el inserto se realjza un zoom de
la   zona   tectangular  donde   se   observan   las   diferencias   en   los   procesos   de
nucleaci6n y elongaci6n (flecha negra).



6.5 Determinaci6n de la cinetica de polimerizaci6n y la concentraci6n critica
por sedimentaci6n.

`

Los fxperimentos  de  dispersi6n  de  luz  permitieron  observar la  cin6tica  de

polimeriza6i6n  de  la  proteina  en  ausencia  y  en  presencia  de  Kcl  y  Cac12.  Sin
I

embargo,   ,las   medidas   de   dispersi6n   de   luz   no   permiten   medir   la   masa   de

polfmeros  len  el  tiempo.   Para  obtener  la  masa  de  proteina  polimerizada  y  no

polimerizaqa,   se   sedimentaron   los   polrmeros   mediante   centrifugaci6n   a   alta

velocidad a diferentes tiempos de polimerizaci6n.

Una|vezalcanzadoelmaximodepolimerizaci6nenpresenciadeKC124y

95  mM,  er  ausencia  y  presencia  de  Cac12  1,25  mM,   la  masa  de  proteina  se

determin6 6n el precipitado y en el sobrenadante directamente desde la tinci6n de
I

los  geles  SDS-PAGE  con  azul  de  Coomasie  (Fig.13).  En  las figuras  13A y  8  se

observa que BtubA y BtubB aparecen en el sobrenadante (S) y que al aumentar su

concentracj6n   sobre   la   concentraci6n   critica   empiezan   a   aparecer   ambas

prote[nas   ?n   el   precipitado   (P).   La  figura   13  A  muestra   que  al   aumentar  la

concentraci6n  de  Kcl  de  24  a  95  mM  hay  un  aumento  de  la  proteina  en  el

precipitado|.   La  figura   13   8   muestra  que  en   presencia  de  Cac12   1,25   mM   Ia
I

cantidad   de   protefna   en   el   precipitado   aumenta   cuando   se   incrementa   la

concentraci6n de KCI.

Mediante  la cuantificaci6n de la cantidad de  proterna en el sobrenadante y

en  el  precipitado  (Fig.13C y  D),  se obtuvo  un  valor de  la concentraci6n critica de

;,a::ua¥:;2i5::yuao:b:;0:u:jot:oC;ne:djt::}r:;:::o:ji::,o:1;n:ri:s:|'¥:eni:'tc:::de::t::uc¥°:::4a:u°:

metodo de (dispersi6n de luz y el de sedimentaci6n,  en  las diferentes condiciones

de polimerizaci6n  utilizadas.  Como ejemplo analizaremos la  polimerizaci6n con 24

:eT,in:n::!i::::sper:saenqc,:da:::,tc::in::;ru,naa::seant:e(F:::t::nca,Psr::,:,tcaodmap:,ar
I

en t6rminos porcentuales este aumento respecto al obtenido par dispersi6n de luz,

en  las  mismas  condiciones  experimentales  (Fig  8C),  se  observa  que  este  es
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mayor al rriedirlo por dispersi6n de luz en presencia de calcio.  Se observa tambien

uncambio|de]apendienteenelgfaficodelafigural0Aenpresenciadecalcio.

Estos  resu,ltados en  su  conjunto  indican  la aparici6n  de  polrmeros  que dispersan
!onfirmanladependenciadeladispersi6ndeluzrespectoalaformade

mas luz

parecido

el aumen

un  camb

profundid

(Gaskin  y cols,  1971).  La  polimerizaci6n  con  95  mM   Kcl  hace mas

s resultados antes analizados y en este caso no permite discriminar si

en  presencia de calcio se debe a un  mayor ndmero de filamentos o a

en   la  forma   de   los   polimeros.   Este   punto   se   analjzara  con   mss

con los resultados de microscopia electr6nica de los polimeros.
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Fjgura   13.   Sedimentaci6n   a   alta   velocjdad   para   determjnaci6n   de   la
concentra!ci6n critica.
A.  Geles  SDS-PAGE  tefiidos  con  azul  de  coomassie  usados  para  determinar la
cantidad  de  proteina  en  el  sobrenadante  (S)  y  precipitado  (P)  en  ensayos  de
polimerizapi6n  con  Kcl  24  y  95  mM.  Se  cargaron  en  el  mismo  gel  cantidades
conocidas |de  BtubA/B  (5  primeros  carriles)  para  relacionar  la  intensidad  de  la
banda  cori  la  cantidad  de  proteina.   a  Geles  SDS-PAGE  tefijdos  con  azul  de
Coomassi5  usados para determinar la cantidad de protefna en el sobrenadante y
precipitado(  relacionar  la  intensidad  de  la  banda  con  la  cantidad  de  protefna  con
Kcl  24  y  95  mM  y  calcio  1,25  mM.   Se  cargaron  en  el  mismo  gel  cantidades

:a:a°C:duaasntffi:caBrti:Ap/p:o{:fnpar:mE:::::rr#:zS!Pfrna:Fnpsrtor:ira#are,Ciaagdeej::i::ancj€:
describe  eh  Materiales  y  Metodos.  C.  Cuantificaci6n  del  precipitado  de  BtubA/B
con  Kcl  24  mM  en  ausencia  y  presencia  de  calcio  (1,25  mM)  para  las  distintas
concentraciones  de   proteina   que  se   indican   en   la   parte  superior  del   gel.   D.
Cuantificaci6n del precipitado de BtubAVB con  Kcl 95 mM en ausencia y presencia
de calcio (1,25 mM)   para las distintas concentraciones de proteina que se indican
en  la  parte  superior  del  gel.  La  cuantificaci6n  de  los  precipitados  de  BtubA/B  se
hizo   con   el   programa   lmageJ   usando   el   protocolo   descrito   en   Materiales   y
M6todos.
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6.5.1 Efecto de Kcl y Cac12 sobre la despolimerizaci6n de filamentos de
BtubAIB.  I

El  proceso  de  despolimerizaci6n  se  analiz6  por  sedimentacj6n.   Para  iniciar  la
I

polimeriza¢i6n  se  agreg6  GTP   1   mM  sobre  BtubA/B   10  uM  de  acuerdo  a  las

condiciones  expen.mentales  descritas  en  la  seccion  5.2.9.  Se  tomaron  muestras
1

para SDS-F'AGE a  diferentes tiempos  hasta  320  min.  Para acentuar el efecto de

calcio  se  utilizaron  concentraciones  mayores  a   1,25  mM.   En  la  figura  14A  se

observan I±s bandas de proteina tanto en el sobrenadante como en el precipitado.
I

Se observe un aumento en la cantidad de masa con Kcl 95 mM, y estos aumentos

continuabar con la presencia de   calcio.  El analisis de la intensidad de las bandas

en terminos porcentuales se muestra en la figuras  148 y C para 25 y 95 mM   Kcl,
I

respectivarriente a  las diferentes concentraciones de calcio.  Se observa  un  claro

efecto  de  la  concentraci6n  de  Kcl  sobre  la  masa  del  polimero,  donde  esta  se

forma   mast fapidamente y alcanza una mayor cantidad de precipitado. Se observa

tambi6n quF con ambas concentraciones de Kcl,  el calcio disminuye la velocidad

de   despolimerizaci6n    y   esta    disminuci6n    va    en    directa    proporci6n    a    su

6n.    Se    observa        ademas    que    el    efecto    de    calcio    sobre    la

zaci6n  presenta  una  buena correspondencia  con  su conducta cin6tica

determinadF  por  dispersi6n  de  luz.  Este  fen6meno  podrfa  estar  asociado  a  una

dismjnuci6n de la velocidad de hidr6lisis de GTP,  lo cual que mantendrfa por mss

tiempo los polimeros en soluci6n.
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Figura  14.  Sedimentaci6n  a  alta  velocidad  de  BtubA/B  en  concentraciones
crecientes de calcio.
A.  Geles   SDS-PAGE tefiidos con azul de coomassie de  muestras de  BtubA/B  10
uM  con  Kcl  de  24  y  95  mM  a  concentraciones  crecientes  de  calcio  (0-5  mM  )
obtenidas  en  distintos tiempos  (0-320  min)  luego  de  la  adici6n  de  GTP  1  mM.  a.
Porcentaje de precipitado determinado a partir de los geles SDS-PAGE con KCI 24
mM.  C.  Porcentaje  de  precipitado  determinado  a  partir de  los  geles  SDS-PAGE
con  Kcl  95  mM.  La  cuantjficaci6n  de  los  precipitados  de  BtubAVB  se  hizo  con  el
programa lmageJ usando el protocolo descrito en Materiales y M6todos.

53



6.6 Actividad GTpasica.
Para  determinar  la  velocidad  jnjcial  de  la  hidr6lisis  de  GTP  y  el  tiempo  en

que se debe seguir el progreso de la reacci6n, se midi6 inicialmente el producto de

la reacci6i  hasta los 90  minutos (Fig.  15 A y a).  Se observa que en ausencia de

calcio  la  velocidad  inicial  es  levemente  mayor en  95  mM  Kcl  para  la  mayorl.a  de
I

los casos.  Fn presencia de calcio se observa una  disminuci6n de la producci6n de

Pi a medidi que aumenta la concentracj6n del i6n,  lo que confirma los resultados

anteriores. |Para resaltar el efecto de calcio se aument6 su concentraci6n  hasta 5

mM.  Las figuras  15  C  y  D  muestran  que  hay un  incremento  en  la  inhibici6n  de  la

actividad GTpasa que es debida a una disminuci6n de la constante catalitica de la

reacci6n  (k+at).  Las figuras  15  E y F muestran  una conducta de saturaci6n sobre la

disminuci6r  del  valor de la  kcat al  aumentar la concentraci6n  de  Ca+2.   A partir de

los gfafico5 de  Dixon  respectivos  (insertos  en  la figuras  E  y  F)  se  calcularon  las

constantes de jnhibici6n aparente por calcio (Kiapp) cuyos valores fueron de 0,77 y

0,69  mM con 25  y  95  mM   Kcl,  respectivamente.  Estos valores  muestran  que  el

potasio  pra¢ticamente  no  tiene  efecto  sobre  la  inhibici6n  de  calcio.  Los  valores

liniites  de  [cat  en  ausencia  de  calcio  determinados  a  partir  de  la  intersecci6n

:e#,I:isepnej:,::aLfi::t:eE:':::j:un::a:e`'r4e3suy[t`a'd6o9sT:nd-,`c:nq:reese:necfjeac:oe]::,]b:d4o:::
calcio  sobre  la  velocidad  de  hidr6ljsis  de  GTP  es  inverso  al  efecto  levemente

activador  de   Kcl  sobre   la  constante  catalitica.   Asf,   podemos  explicar  que   la

estabilidad

mas bien a

tiempo.

e los polfmeros formados en altas concentraciones de calcio se debe

n cambio de forma de los polimeros que los hace mss estables en el
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Figura 15. Curvas de progreso y actividad GTpasica.

;Lst:nut:sa#:Orv::e§§egrr:oc:a::asc3t::I;oa3:tau:%T:B::6:a::::M:yBa::st`,£:ss#c¥osne:n:;g¥:i::c:::i:
calcio  con  kcl  24  mM.  D.  Curva  de  ljberaci6n  de  fosfato  jnorganico  a  djstintas
concentraciones de calcio y  Kcl  95  mM.  E.  Constante  catalitica  en funci6n de  la
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;i6n de calcio a  Kcl 24  mM.  Inserto.  Gfafica de Dixon que se obtiene a
i.

partir del reciproco de la kcaf vs la concentraci6n de Cac12 F.  Constante catalitica
en  funci6n\de  la  concertaci6n  de  calcio  a  Kcl  95  mM.  Inserto.  Gfafica  de  Dixon
que se obtiene a partir del reciproco de la kcaf vs la concentraci6n de Cac12. n = 3
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AI  variar  ]a  concentraci6n   de  BtubA/B  y  determinar  su   efecto  sobre  la

velocidad  de  hidr6lisis  de  GTP  se  puede  determinar  la  concentraci6n  crftica.  Los

valores   optenidos   a    partir   de    la   actividad    GTpasa,    dispersi6n    de    luz   y

sedimentaQi6n se comparan en la Tabla 3.

Se   observa   en    la   tabla   que   todos   los   valores   determinados   a   distintas

concentrac,iones de Kcl y calcio por los tres metodos son parecidos.

Esta   tabla   muestra   [a   gran   influencia   que   ejerce   el   calcio   sobre   la

concentraci6n critica de BtubA/B ya que se aprecia una disminuci6n   de mss de 4

veces (ind!pendiente de la concentraci6n de Kcl) cuando pasamos de 0 a 5 mM.

En cambio: el aumento de Kcl 24 mM a 95 mM produce una disminuci6n menor al

del efecto de calcio a[ producir un cambio de la concentraci6n crftica de alrededor

de 2 veces:

Tabla 3 Concentraciones criticas de BtubA/B obtenida§ de dispersi6n de luz,
sedimentaci6n y actividad GTpasica.

T6cnica  utiljzada
Cohdici6nI Dispersion de luz Sedimentaci6n Actividad GTpasica

(uM) (ulvl) (uwl)

KC124mM!        Ca+2omM 4,17 ± 0,0649 5,10 4,30 ±  0,1556
;I    ca+2o,63mM N.D N.D. 4,11  ±  0,0707

Ca+2 1,25 mM 3,45 ± 0,0849 3,60 3,17 ±  0,2404
`;      Ca+22,5mM

N.D N.D. 1,98 ±  0,2121

Kcl 95 mM
Ca+2 5 mM N.D N.D. 1,00 ±  0,1556
ca+2 0 mM 2,29 ± 0,2303 3,16 3,34 ±  0,2121

Ca+2 0,63 mM N.D N.D. 3,38 ±  0,1697
Ca+2 1,25 mM 1,54 ± 0,1308 1,45 2,35 ±  0,0990
Ca+2 2,5 mM N.D N.D. 1,32 ±  0,0424

i        Ca+25mM N.D N.D. 0,78 ±  0,1414
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6.7 Visualizaci6n de filamentos de BtubA/B mediante microscopia
electr6nica.

Para   determinar   la   influencia   de   Kcl   y   calcio   sobre   la   forma   de   los

polimeros de BtubA/B se tomaron muestras de polfmeros en su maximo estado de

polimeriza¢i6n,  (maximo  observado  en  las  curvas  de  dispersi6n  de  luz)  (Figs  8  y
I

9).  Las mu?stras se prepararon de acuerdo a lo descrito en Materiales y M6todos.

En  la figur?  16A,  para polimeros obtenidos con  Kcl 24 mM sin calcjo,  se observa

que son mayormente cortos y con un ancho de  10 nm que corresponden a dobles
filamentos.I La  adici6n  de  calcio  (Fig.168)  aument6  el  largo  de  los  polfmeros  y

mantuvo  sul  grosor.  Al  aumentar  la  concentraci6n  de  Kcl  a  100  mM  tambien  se
I

observaron| filamentos dobles y largos,  que en  la mayorfa de los casos resultaban

ser  de  varios  micr6metros.  En  este  caso  tambi6n  se  observa  la  presencia  de

algunos  manojos  de  filamentos  cortos  (Fig.   16C  inserto).   La  adici6n  de  calcio

indujo  la fo+maci6n  de  manojos  largos y  algunos  cortos  (Fig.  16D).  Al  analizar el

ancho  de  estos  manojos,   se  observ6  que  existian  distintas  poblaciones,   con

valores de ?lrededor de 16 nm y algunos manojos adn mss anchos.
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7. DISCUS16N.

7.1  Purificaci6n de BtubA/B.
I

Unai de  las  principales  comp[icaciones  de  la  purificaci6n  de  proteinas es  la

presencia de otras moleculas que puedan modificar las propiedades de la proteina

de intefes fal como ocurri6 con tubulina en la d6cada de los 80, donde ademas de

tubulina  se  co-purificaban   muchas  MAPS.   Por  esta  raz6n  se  necesita  de  un

metodo ad?cuado para obtener BtubA/B de forma pura y funcional.

El in,6todo empleado en este trabaj.o para es el de ciclos de polimen.zaci6n y

despolimerizaci6n    mediante    GTP    inducidos    por    alta    y    baja    temperatura,
I

respectivamente.    Algunas    de    las    ventajas    del    metodo    desarrollado,    en

comparaci6n al de otros metodos descritos en la bibliograffa son:

Buen  rendimiento  en  la  purificaci6n.  En  el  priimer  mgtodo  descrito  para

purificar  Bt'ubAIB  (Schlieper  y  col,  2005)  se  usaron  columnas  de  exclusi6n  y  de

::::'ddeaddo:air:::°t:fgnadseqpur:tte:,::asnpco°jacad:ah'TS:'::tnr:sydgeenc:::i::n::SEe::;,en:'::

(^DE3).En|nuestrocaso,noserequiereningunamodificaci6ndelaproteinacomo

las  colas  d;   histidina y s6lo ocupa  la  propiedad  de  polimerizar y despolimerizar,

por lo que  no  necesita columnas de  afinidad  ni  exclusi6n.  A partir de  la expresi6n

de  la  proteina en  cepas de  E.  co//. BL21  pLyss  cultivadas en  12  L se  obtuvieron

alrededor qe  150 mg,  lo cual representa una mejora de 3 veces en el  rendimiento

respecto a lo reportado inicialmente por Schlieper.

Obt+ci:n  de  BtubA  y  Btu;B  en  ca;tidades  equimolares  y  funcionales.

Mediante sedimentaci6n se determin6 que la polimerizaci6n ocurre cuando ambas

proteinas estan  presentes y es  mayor cuando su  relaci6n  es  1:1  (Figura 5E).  Sin

embargo   li   sobreexpresi6n   de   BtubA/B   en   cepas   E.coli   BL21   pLyss   mostr6

cantidades|diferentesdeBtubAyBtubB(Fig.6A).Porestaraz6n,losciclosde

polimerizaci6n  y  despolimerizaci6n  resultaron  dtiles  para  obtener  estas  proteinas
I

en  cantidaqes  equimolares.  Ademas,  dado  que  solo  la  protefna  completamente
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funcional  es  capaz  de  polimerizar  y  despolimerizar  se  va  descartando  aquella

proteina que se agrega o no polimeriza.

7.2 Las propiedades bioquimicas de BtubA/B se asemejan mas a Ftsz que  a

tubulina eucarionte.

Las ,publicaciones  previas  al  trabajo  de  esta  memoria  daban  cuenta  que

BtubA/B  posee  caracteristicas  que  hacian   recordar  mucho  mas  a  la  tubulina

eucarionte que a  Ftsz.1.  Se encontraron ambas  proteinas en  los ectosimbiontes

de Eup/of/.a/.urn y ellas  mostraron   reacci6n  cruzada  a drogas  que afectaban  a  la

tubulina euparionte (Jenkins  y col, 2002). 2.  La identificaci6n de los genes BtubA y

BtubB  de  Prosffrecobacfer degonge/./. mostr6  entre  un  31  y  34%  de  identidad  de

secuencia  ,con   a   y   a-tubulina   (Fig.    2).    3.    La   resoluci6n   de   la   estructura

cristalogfafica   mostr6   tres   dominios   caracterfsticos   del   heterodimero   de   a/P-

tubulina  (Fig.1F)  (Schlieper y col,  2005).  Sin embargo,  los ensayos realizados  en

esta  memoria  dan  cuenta  de  propiedades  bioquimicas  que  se  asemejan  mucho
(

:i::t::tes]a:::oas:ubbr:",naapyorma:r:zu::I,obnaJ:ea:gounnd::ecomnedj'oC:°cnoens'e:a£':u::i::;:ente:
de Ftsz y is contrario al de tubulina.  Las propiedades que  marcaron similitud con

Ftsz fuerori  la cin6tica de polimerizaci6n,  la actividad GTpasica y la  morfo]ogia de

los filament6s. A continuaci6n se discutiran estos puntos.

7.2.1  Cin6tica de polimerizaci6n.

Tal como se mencion6, las proteinas hom6logas tubulina y Ftsz poseen una

polimerizaci6n   de   tipo   cooperativo   que   puede   ser   ajustada   al   modelo   de

polimerizaci6n  de  nucleaci6n-condensaci6n,  descrito  primero  para  los  polimeros

de actina.  Por esta  raz6n  era  16gico  pensar que  BtubA/B  mantuviera este  mismo
i

mecanismoi  Esto se corrobor6 con los ensayos de djspersi6n de luz en  presencia

::s:::r::i:,a9r:mmeTtee,nasa::aepnac:ad:::ec:eeancc,I:n,d:,ocna::I:[6(n`';5fa:eM::t::jnodnear:ae

(Figs.  7-9).  ;
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La   polimerizaci6n   de   tipo   cooperativa   consiste   de   /)   nucleaci6n   que

corresponde a la uni6n de las primeras subunidades de proteinas,  que resulta ser

desfavorable dada la falta de mas sitios de uni6n entre subunidades que ayuden a

estabilizarla  y  /.f)   elongaci6n   que  es   la   uni6n   de  subunidades   de  proteina  al

polfmero  de  proteina,  que  resulta  favorable  dado  el  mayor  numero  de  sitios  de

interacci6n que tiene esta subunidad con otras subunidades del polrmero.
1

En esta memoria, se determin6 que el aumento de 24 a 95 mM   Kcl, si bien

estimula  la  polimerizaci6n,  el  ntlmero  de  subunidades  de  BtubAVB  que  forman  el
1

ndcleo de polimerizaci6n no se afecta. A[ contrario, e] calcio si tiene efecto sobre la

cin6tica  d:  nucleaci6n  (en  ambas  concentraciones  de  Kcl),  pues  esta  se  hace

mss  lenta.  Pese  a  lo  anterior  es  importante  destacar que  el  tamafio  del  ndcleo

permanece   inalterado.   Tampoco   observamos   un   efecto   del   aumento   de   la
concentraci6n  a  95  mM  de  Kcl.  Sin  embargo,  a  concentraciones  mayores  (500

mM de Kcl) se produce un aumento de este que es directamente proporcional a la

concentraci6n de potasio.  (Diaz, 2010).

Es  jmportante  destacar  que,  si  bien  el  m6todo  de  Nishida  que  considera

tanto   la   velocidad   maxima   de   polimerizaci6n   como   la   maxima   formaci6n   de
I

polimeros  que se alcanza  bajo cierta  condici6n fueron  inicialmente  desarrollados

para  los  estudios  de  polimerizaci6n  de  actina,  este  tambi6n  resulto  ser  tltil  para

BtubA/B.   El  metodo  de  Oosawa  que  considera  el  tiempo  para  alcanzar  cierto

porcentaje, del   ma¥imo   de   polimerizaci6n   tambi6n   fue   realizado   obteniendo

resultados Similares a los de Nishida  (datos no mostrados). Asi,  el  ndcleo seria un
!

trimero al que se une el resto de las mol6culas de BtubAIB durante el proceso de

elongaci6n;en  este  rango  de  concentraci6n  de  Kcl.  Este  ndcleo  coincide  con  lo

reportado   para  actina,   que  muestra   la   presencia  de  trimero  o   un   tetfamero,

dependiendo    los    pafametros    de    velocidad    de    elongaci6n,    constante    de
I

polimerizaci6n   o  tiempos  para  alcanzar  cierto  porcentaje  de   la   polimerizaci6n

(Nishida  y  Sakai,1983).  Mas  adn,  en  e],  caso  de  actina tambien  se  han  descrito

mecanismos  de  nucleaci6n  que  incluyen  el  efecto  de  cationes  como   potasio,

magnesio   y   calcio.   Por  ejemplo,   se   ha   sefialado   que   la   actina   necesita   de

magnesio   para   activar   los   mon6neros   de   G-actina   mediante   algdn   cambio
1
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conformacional   y  posteriormente  dos  de  estos   mon6meros  activados   pueden

unirse y formar un dimero,  luego  un trimero o tetfamero y posteriormente elongar

para  formar  el  polimero  (Frieden,   1985).  En  el  caso  de  actina  en  presencia  de

potasio  tambi6n  se  ha  mostrado  evidencia  de  cambios  conformacionales  de  G-

actina,  aunque  no  hay  certeza  de  que  sean  los  mismos  cambios  que  podrian

producirse  con   magnesio.   En  este  sistema  la  polimerizaci6n  en   presencia  de

magneslo potasio   es   mucho   mss  fapida   que   la  suma  de   las  velocidades
separadas   de   estos   cationes.    Es   notable   que   el   efecto   de   calcio   en   la

polimerizaci6n  de actina presente las mismas caracteristicas al alargar la fase de
(

latencia,  y que tampoco se  registran  cambios en el tamafio del  ndcleo (Nishida y
i

Sakai,   1983).  Sin  embargo,  comparado  con  nuestro  sistema  este  cambio  en  la

velocidad de nucleaci6n,  medido bajo condiciones i6nicas similares a las descritas

en este trabajo,  mostr6 que para actina la  fuerza i6nica del medio afect6 en varjos

6rdenes  de  magnitud  las  constantes  y  la velocidad  de  nucleaci6n,  sin  afectar el

tamafio del ,nticleo.  (Tobacman y Korn,  1983).

En   el   proceso   de   elongaci6n   se   observaron   diferencias   en   todas   las

condicione§ experimentales analizadas.  Al  comparar la cin6tica de  polimerizaci6n

en presenci,a de Kcl 24 y 95 mM se observa que en un  principio ambos casos es

de  rapido  c'recimiento.  Sin  embargo,  para  el  caso  de  95  mM  de  Kcl  aparece  un

punto de inflexi6n que genera una segunda fase de elongaci6n mss lenta (Fig.12).

Este comportamiento se debe a que Kcl estimularfa el proceso de "annealing" que

consiste em la  interacci6n  de filamentos simples entre si para formar manojos de

filamentos d,obles que se producen por el aumento de Kcl.

Por c)tro  lado  el  calcio  afect6  de  manera  diferente  la  elongaci6n.  Asi,  con

Kcl  24  mM,  se  observa  la  aparici6n  de  un  punto  de  inflexi6n  que  genera  una

segunda fase que tiene una elongaci6n que se va haciendo mucho mss lenta. Con

KCI  95  mM, en  cambio,  no  se  observa  ningdn  tipo  de  inflexi6n  y  el  proceso  de

elongaci6n es de una fase, dando cuenta que se produce un proceso inverso en la

6ste  proceso al agregar calcjo.  Estos  resultados dan  cuenta que tanto  Kcl  como
I

calcio  estimularian  el  proceso  de  "annealing",  siendo  6sta  mayor en  el  segundo

caso.  Lo  mas  probable  es  que  los  manojos  jnducidos  por  KCI  sean  potenciados

i
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por ca'cio por esta raz6n haya una elongaci6n de una sola fase para la condici6n
Kcl  95  mM con calcio  1,25  mM,  lo cual indicaria que la nucleaci6n y la elongaci6n

ocurran en manojos de filamentos.

Otra de las propiedades que caracterizan la polimerizaci6n de proteinas que

exhiben mecanismos de cooperatividad, como BtubAIB, es la concentraci6n critica

(Cc),  que  se  define  como  la  concentraci6n  de  protei'na  minima  que  permite  su
I

polimerizaci6n   y   corresponde   al   recfproco   de   la   constante   de   equilibrio   de

elongaci6ni  (Ke)  del   polrmero.   Por  lo  tanto  se  analiz6   la  dependencia     de  la

concentraci6n critica respecto a la concentraci6n de Kcl y Cac12,  manteniendo las

mismas  cohdiciones  experimentales  utilizadas  para  el  analisis  de  la  nucleaci6n  y

elongaci6n'(Fig.10).  Se  observ6  que  tanto  potasio  como  calcio  producen  una

disminuci6n de la Cc.  El aumento de  Kcl de 24 a 95  mM,   disminuy6 la Cc desde
1

4,17   uM   a   2,29   uM   respectivamente   y   confirma   los   resultados   obtenidos

previamente,  donde  se  abarcaba  un  mayor  rango  de  concentraci6n  del  cati6n

(Diaz,  2019).  Por su parte,  el incremento 24 y 95 mM de potasio, en presencia de

calcio  1,25imM  a  mostr6  valores  de  Cc de  3,45  LIM  y  1,54  LIM,  respectivamente.

Esta dismihucj6n de la Cc indica,  basicamente que existe una mayor tendencia de

las subunidades a formar el polimero, Asi, los valores de Ke, calculados a partir de
i

Cc fueron  2,35  x  106  M-1  con  Kcl  24  mM  y 4,44  x  106  M-t  con  Kcl  95  mM  y  al

agregar calcio  1,25  mM,  2,90 x  106  M-1  y 6,90 x  106  M-1,  respectivamente.  Por lo

tanto,    Kclt   y    Cac12    favorecen    la    asociaci6n    de    subunidades    durante    la

polimerizaci6n,  siendo  mayor para calcio.  La  misma tendencia fue observada por

sedimentaci6n  (Fig.  13)  y actividad  GTpasica  (Tabla 2).  El  efecto de  calcio  sobre

el  proceso  de  polimerizaci6n  se  interpret6  como  una  disminuci6n  de  la  constante

catalitica  de  la  actividad  GTpasa  (Kiapp  menor  que  1  mM)  que  se  contrapone  al

efecto activador de calcio.en tubulina  En presencia de calcio 5  mM los valores de

la Cc dismir!uyeron alrededor de 4 veces de forma independiente a la presencia de

potasio.   All  analizar   los   valores   de   la   concentraci6n   critica   con   la   ecuaci6n

desarrollada  por  Nishida  y  Sakai  (ap6ndice  1)  se  sugiere  que  esta  disminuci6n

produce  un  aumento en  el  ndmero de filamentos durante  la etapa de nucleaci6n.
'

Este  aumento  en   la  densidad  de  poblaci6n   de  filamentos  de  BtubAVB   podrfa

(
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afectar   la   ocurrencia   de   interacciones   laterales   y   con   ello,   la   formaci6n   de

manojos.  Este  comportamiento  se  manifiesta  en  el  cambio  de  pendiente  de  las

rectas   que   generan   los   A   dispersi6n   vs   concentraci6n   de   BtubA/B   y   cuyo

intercepto  nos da  la  concentraci6n  critica en  las distintas condiciones estudiadas

(Fig.   10),  donde  observamos  una  curva  de  menor  pendiente  para  Kcl  24  mM

respecto a ,las otras condiciones analizadas.  Este gfafico nos indica que en alguna

concentraci6n  entre  24  y  95   mM  de  Kcl  (probablemente  mss  cerca  de  6sta

t]ltima),  en `ausencia de ca[cio se generan las condiciones i6nicas que   permiten  la

formaci6n  qe  manojos  producto  de  interacciones  [aterales.  Ademas este  proceso

ocurre  pori debajo  de  24   mM   de  Kcl  en   presencia  de  calcio   1,25   mM.   Este

comportamiento  de  BtubA/B   resulta   interesante,   pues  para  tubulina,   un   rango

similar de calcio produce cambios en  la dinamica de polimerizaci6n,  aunque en  la

direcci6n contraria,  pues el cati6n induce despolimerizaci6n e incremento del valor

de  Cc  (Berkowitz y Wolff,  1986).  Otra  diferencia  con  respecto  al  efecto  del  calcio

es que el cambio en la concentraci6n critica no va acompafiado de ningtin cambio

en el tipo dp polimero que forma la tubu[ina puesto que   las pendientes del  gfafico

de A disper§i6n vs concentraci6n son identicas.

Si  bi§n  no  hay estudios  acerca  del  efecto  de  Ca+2  sobre  la  concentraci6n

critica para` el  caso de Ftsz,  se puede observar que  la cin6tica de  polimerizacj6n
I

de 6sta es muy similar a lo visto en BtubA/B.  Por lo tanto es razonable pensar que

el efecto que ejerce el calcjo sobre BtubAVB es al menos similar de Ftsz

7.2.2 Actividad GTpasica,
\

Las  dinamicas   de   polimerizaci6n   de   las   proteinas   del   citoesqueleto  de

eucariontes'  y   procariontes   son   energeticamente   altas   aunque   evolutivamente

conservadas,   lo  que  indica  su  importancia  para  el  desarrollo  de  las  funciones

biol6gicas.  ;Para   esto,   la   mayorfa   de   las   proteinas   citoesquel6ticas   unen   e

hidroljzan  n:ucle6sidos  trifosfato  (NTP),  lo  que  les  permite  transformar  la  energfa

quimica en !energfa  mecanica que permite una dinamica de polimerizaci6n alejada

del  equilibrip quinico.  Si  bien  la   tubulina y la Ftsz unen GTP,  hay otras proteinas

como  actina  que  une  ATP,  asf  6stas  polimerizan  cuando  estan  unidas  al  NTP.
I
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I

Poco  despu6s  de  su   uni6n   al   poli'mero  las  subunidades  hidrolizan   el   NTP  a

nucle6sidos  difosfato  (NDP),   liberando  el  fosfato  inorganico  (Pi)  y  reteniendo  el

NDP  en  las  subunidades  del  polimero,  el  cual  se  vuelve  mss  inestable  que  el

polimero  cf)n  NTP.  La  despolimerizaci6n  libera  las  subunidades  individuales  que

estafan  disponibles  para otro ciclo de  polimerizaci6n.  En  la tubulina  eucarionte,  el
\

GTP  unido  a  B-tubulina  es  intercambiable  e  hidrolizable,  a  diferencia  del  GTP
I

unido  a   aJtubulina   que  no   es   intercambiado   ni   hidrolizado.   La   base  de  esta

diferencia   se   atribuye   al    lazo   T7   ubicado   en   el   extremo   "menos"   de   las

subunidades  (Nogales  y  col,1999).  En  la  estructura  cristalina  de  a/B-tubulina,  el

glutamato  254  de  la  a-tubulina  que  se  encuentra  conservado  en  todas  las  a-

tubulinas.  esfa  en  contacto  con  el  fosfato-y  del  GTP  en  el  sitio  de  uni6n  en  P-
i

tubulina,  er  la  interface  dfmero-dimero  En  la  P-tubulina  la  posici6n  hom6Ioga 254

se encuentra una lisina que se loca[iza en  ]a interface intradrmero lo que impjde la

hidr6lisis del  GTP de la cl-tubulina  (Nogales y col,1999).  En  Ftsz,  la  mutaci6n  del

residuo en |a  posici6n  estructuralmente conservada de  la  a-tubuina  E254  (D212)

inhibe la hiqr6lisis del GTP pero no la uni6n del GTP (Dai y col,1994;  Mukherjee y

Lutkenhaus;,1994;  Diaz,  2010).

Para' el caso de  BtubA/B,  se observ6 previamente que la hidr6lisis de GTP

es  estimulada  por la  formaci6n  de  protofilamentos  y su  valor esta  entre  0,117  y

1,37  min-1  (Sontag  y  col,  2009;  Sontag  y  col,  2005).  Un  aspecto  interesante  con

respecto   a   BtubAIB   es   que,   BtubA,   considerada   la   homologa   de   P-tubulina,

presenta ei su aminoacido 254 un residuo de glutamato (al igual que BtubB).  Mas

adn,   en  multantes  de  BtubA/B  que  s6lo  pueden  formar  el  heterodimero,  estos
I

poseen  un?  actividad  GTpasica  baja  pero  por  encima  de  los  mon6meros  por

separado (Sontag y col,  2009).  Todo esto sugiere que,  a pesar de las diferencias

estructurale's del lazo T7 de BtubA tanto con BtubA como tubulina,  la presencia de

la carga negativa del glutamato 254 puede inducir una leve actividad GTpasica en

BtubB cuan,do se forma el heterodimero,  aunque no se puede determinar en este

caso la con{ribuci6n en la actividad GTpasica de cada mon6mero.

En  esta  memoria  de  tftulo  se  estudi6  el  efecto  del   Kcl  y  calcio  en   la

hidr6lisis de GTP.
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Con respecto al efecto del Kcl sobre la actividad GTpasa, donde se estudi6
I

el  rango  de  concentraciones  entre  24  y  95  mM,  tanto  en  ausencia  como  en

presencia  de  distintas  concentraciones  de  calcio  (Fig.  15E  y  F),  se  observ6  que
I

solo hubo diferencias de entre 5 y 19%.  Este mismo efecto se observ6 en Ftsz de

E.  co//.  y  +.  /.amashi.i.  donde  tambi6n  hubo  aumento  de  la  actividad  GTpasica

cuando se |aument6 de 50 a  100 mM  de KC[,  aunque la diferencia porcentual fue

mayor   en  ,ambos   casos.   Esto   se   deberfa,   de   acuerdo   a   experimentos   de

simulacionis  de  dinamica  molecular,  a  que  en  presencia  de  ion  K+ se  permite  el

posicionam'iento de una molecula de agua en una posici6n compatible que permite

la  interacci\bn  del  fosfato  gamma  del  GTP.   Esta  mol6cula  de  agua  estaria  en

coordinaciqn con el  i6n  K+ (la  distancia entre K+ y el  oxigeno del  agua es de 3 A).

Este  arregl,o  podria  favorecer  la  estabilidad  del  dfmero  y  la  hidr6lisis  de  GTP

(Mendieta  y col,  2009).  Es  posible  que  en  BtubA/B  ocurra  un  efecto similar,  pues

tambi6n   hay  un   incremento  de   la   hidr6lisis  de   GTP   en   un   rango  similar  de

concentraci,ones  de  Kcl.  Sin  embargo,  dado  que  este  incremento  es  bastante

menora[o|reportadoparaFtsz,tambiensepodrfadeberaquelaconcentraci6n

:rit':aa:::1:auy6yp°rl°tantoseformanmaspolfmerosyporendelahidr6|isisde

Calc!o  mostr6  un  marcado  efecto  inhibidor sobre  la  actividad  GTpasa  de
i

manera   cqsi   independiente   de   la   concentraci6n   de   Kcl.   Asf,   Ia   velocidad

disminuy6 7,5 veces con el  rango de concentraci6n de calcio de 0 a   5 mM,  valor

::;:r::oa(!aon:::V;dcao:,2GOTo:;S:ed:an:ar:sS,urn::anr',dsaed::s:;6B:unbaAd,:in:nt::,:npd°er

:svt:C::,::|qau:C,t;V:dcat:v[:aTdp:S+Cpaa::r:eF:St:b:n85e°smmYcdheoKmca'sys4e°nsTbYedqeu:ai::°Z
a  la  inhibici6n  por  calcio.  Sin  embargo  el  comportamiento  de  Ftsz  con  respecto

calcio en  mEs complejo pues entre 0 a 2,5 mM de Ca+2 se observ6 una activaci6n

de   la  actividad   GTpasica  y  luego   hubo   una   disminuci6n   de  6sta   a   mayores

concentracipnes  y  cuyo  grafico   kcat  vs  concentraci6n  de   Ftsz  es  similar  a  lo
I

observado  |con   BtubA/B   (Figs.   15E   y   F)   (Xuan-Chuan   y   Margolin,   1997).   En
I

oposici6n con BtubAIB en la tubulina presenta una activaci6n por Ca+2 en un rango

I
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de concentraci6n similar al de BtubA/B (1-6 mM).  El aumento es mayor en el rango

de 0 a 2  mM y luego esta estimulaci6n se va  haciendo  menor hasta  llegar a una

saturaci6n del efecto a una concentraci6n de 6 mM aproximadamente (Soto y col,

1996). Vale la pena enfatizar que para tubulina se observa una curva de activjdad

GTpasica vs concentraci6n  de calcio completamente opuesta  en  el  mismo  rango

de  concentraci6n  que  para  BtubA/B.  La  disminuci6n  de  la  actividad  GTpasa  de
I

BtubAIB  en  presencia  de  calcio  se  correlaciona  con  la formaci6n  de  manojos de

filamentos (Fig.16D) y con la disminuci6n de la velocidad de despolimerizaci6n en

los  ensayos  de  dispersi6n  de  luz  (Fig.  78  y  Figs.  8  y  9)  lo  que  indicaria  que  los
I

manojos    cle   filamentos    estabjlizan    a    los   filamentos    individua[es    contra    la

despolimerizaci6n   al   disminuir   su   actividad   GTpasa.    Si   los   filamentos   son

estabilizados,  las subunidades disponibles para intercambiar el GDP  por el.GTP e

iniciar  un  n'uevo  ciclo  de  polimerizaci6n  e  hidr6lisis  disminuyen,  pues  se  quedan

atrapadas en  los  manojos,  los cuales al ser mas largos disminuyen el  ntimero de

extremos dpnde se  produciria  el  intercambio de subunidades con  GDP  por GTP,

Otra posibilidad es que el calcio afecte directamente la hidr6[isis de GTP en el sitio

activo.  Uno|de los estudios en Ftsz que apoya esta idea acerca de la disminuci6n

de  la  activjdad  GTpasica  con  la  presencia  de  calcio  y  otros  cationes  divalentes

sefiala  que[  ademas  de  existir  una  coordinaci6n  entre  este  tipo  de  iones  y  los

oxfgenos  de  los  fosfatos  del  GTP,  tambien  existe  una  conformaci6n  alternativa

donde hay una interacci6n  entre el j6n calcio y el  nitr6geno 7 de la base pdrica de

la  guanina  que  generarra  una  torsi6n  que  formaria  una  forma  mas  plegada  del

GTP  (Sigel  y  col,  2001).  Asi,  se  produce  una  interacci6n  entre  la  proteina  y  la

forma altemativa de GTP que reducirfa la coordinaci6n de los fosfatos con  el sitio

activo de la ,Ftsz y con ello se impedirfa la hidr6lisis de este GTP (Marrington y col,

2004).

7.2.3 Morfologia de los filamentos.

Uno de los aspectos que presenta mas diferencias entre tubulina eucarionte

y   Ftsz   es  ]la   morfologia   de   los   filamentos.   La   tubulina   eucarionte   presenta

interacciones longitudinales para formar protofilamentos lineales y un  promedio de
1
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13   protofilamentos   en   paralelo   que   forma   la   pared   del   microtdbulo   y   esta

estructura se mantiene bajo casj todas las condiciones en las que se ha estudiado.

Por otro  lado,  la  morfologfa de  los polimeros de Ftsz presenta  mayor variaci6n  y
I

se   han   encontrado   i.n   v/.fro   protofilamentos   simples,   dobles   y   manojos   de

protofilamentos  de  acuerdo  a  las  condiciones  en  las  que  se  encuentre.  Dada  la

alta identidad de secuencia que presenta  BtubA/B con tubulina,  y la presencia de

regiones   caracteristicos   de   6sta     era   posible   esperar  alguna   similitud   de   la

estructura  qe  los  filamentos.   Sin  embargo  se  encontraron  desde  los  primeros

estudios     que     los     filamentos     de     BtubAIB     consist fan     principalmente     en

protofilameTitos   simples   y   manojos   de   filamentos   que   en   ningdn   caso   eran

microttlbulos.     Los     resultados     de     microscopia     electr6nica     de     filamentos

polimerizados   en   las   condiciones   experimentales   descritas   muestran   que   se

producen cambios en la morfologra de los filamentos. Asi, con Kcl 24 mM solo se

observaron filamentos pequefios y simples y al aumentar Kcl a 95 mM se inducfan

filamentos  simples  muchos  mas  largos  y  algunos  filamentos  dobles  (Fig.   16C).

Calcio  induce  la formaci6n  de  manojos de filamentos muy largos y similares a  los

encontradoi  en  Kcl  95  mM  (Fig.  168)  para  el  caso de  Kcl  24  mM  .  Con  KCI  95

mM     y     calcio     1,25     mM     se     observaron     mayoritariamente     manojos     de

protofilamentos.

Los filamentos encontrados con  Kcl  24  mM  explican  la  baja  dispersi6n  de

luz,   pues  esta  es  proporcional  al  largo  de  los  filamentos.   Kcl  95   mM   induce
/

filamentos mas largos que dan cuenta del aumento de dispersi6n de luz y estos al

estabilizarse con calcio como manojos producen todavia un mayor aumento.

7.3 Significado biol6gico de las condiciones de polimerizaci6n estudiadas.

El  mecanismo de polimerizaci6n de los filamentos de BtubA/B descritos en

esta  memoria,  si  bien  no  es  capaz  de  proveer  una  funci6n  especifica,  si  puede

sugerir   el   estado   en    que   se   encuentra   estos   filamentos   de   BtilbAVB   en

Prost#ecobacter.  Hay  por lo  menos  tres  reacciones  distintas  observadas  /.n  v/.fro

que  podrfan  estar  controladas  por  separado  /.n  vivo:   nucleaci6n,   elongaci6n  y

despolimerizaci6n.   En  este  trabajo  se  analiz6  la  polimerizaci6n  de  BtubAIB  en

69



]

funci6n de dos concentraciones de Kcl y distjntas concentraciones de calcio.  Con

respecto  a  la  concentraci6n  de  potasio  intracelular en  E.  co//.,  esta  se  encuentra

entre  100 y 500  mM.  No existe un registro acerca de la concentraci6n  intracelular

de   potasio   en   Prosfhecobaofer,   pero   se   espera   sea   similar,   por   lo   que   la

polimerizaci6n   de   BtubAVB   estarfa   favorecida   principalmente   por   la   condici6n

i6nica    del,   medio.     En    los    microttlbulos,     Ftsz,    actina    y    otras    proteinas

citoesqueleticas,   la   regulaci6n   de  la   polimerizaci6n,   esta  controlada   por  otras

proteinas    ,que    favorecen    y    desfavorecen    alternativamente    la    nucleaci6n,

elongacion,,   acortamiento   y   anclaje    de   sus    po]fmeros.    Por   ejemplo    en    la

polimerizaci6n    de    la    tubulina    los    centriolos    o    cuerpos    basales    controlan

espacialmente la formaci6n de los microtdbulos, en Ftsz la correcta localizaci6n de

anillo-Z  depende  del  sistema  MinD/C/E  y  en  actina  el  complejo  Arp2/3  regula  la

nucleaci6n   de   los   filamentos   de   actina,   lo   que   indica   la   imporiancia   de   la

regulaci6n a nivel de nucleaci6n. Con respecto al efecto del calcio sobre el tamafio

del  ndcleo,I vemos  que  este  es  pfacticamente  nulo,  pues  los  valores  n  (ndcleo

critico)  no variaron  con  calcio.  Considerando  las  posibles condiciones fisiol6gicas

tdoer'n::es,I:r:i°ebr:::e:u:Se::}m:,ra°rba:b::c:::de:::::t:n°ade'nacleosemantengaen
Una {forma   de   impedir   [a   polimerizaci6n   espontanea   de   BtubA/B   en

Prosfhecobacfer a  nivel  de  nucleaci6n  es  a  partir  del  control  de  los  niveles  de

expresi6n  de  BtubAVB,   lo  que  resulta  probable,   pues  se  ha  observado  que  la

transcripci6r   de   los   genes   del   operon-bfub   es   mucho   mayor   en   la   fase
I

estacionaria  que  en  la  fase  exponencial  de  crecimiento  (Pj[hofer,  comunicaci6n
I

personal).  qtra posibilidad  es la participaci6n  de bklc,  ubicado  rfo abajo del  btubB

para el  control  de  la  nucleaci6n  de  BtubA/B,  ya sea  ubicando y favoreciendo  los

sitios  de   nJcleaci6n   o   por  el   contrario,   impidiendo  ]a   nucleaci6n   en   sitios   no

deseados,  mediante  la  interacci6n  directa  con  el  heterodfmero  o  con  uno  de  los

dos mon6meros.
I

En E,co//. se observ6 que los filamentos de  BtubAVB  estaban agrupados en

manojos que recorrfan toda la longitud de la c6lula y se ubicaban en el centro en

algunas  c6ILlas  o contiguos  a  las  membranas  en  otras  (Sontag  y col,  2oo5)  (Fig.
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4E).   Aderrias,    las   celulas   adoptan    una   morfologia   peculiar   curva   (Pilhofer,

comunicaci'6n  personal),  lo que se  podria deber a  que los filamentos de  BtubAIB

estan  empujando  en  cada  extremo  de  la  c6lula.   Los  estudios  t.n  w.fro  de  este

trabajo confirman la tendencia de los filamentos de BtubA/B a interactuar entre sr y
I

formar  mahojos  en  altas  concentraciones  de  potasio  y  de  calcio,  y  teniendo  en

cuenta  qui  estos  filamentos  cruzan  de  polo  a  polo  las  bacterias,  estos  parecen

estar  mezclados  en  su   polaridad   individual,   por  lo  que  los  dos  extremos  del

::,::;:::I,:I::cet:;:asa:r.emc::i:,:,:eus::an:I:,:c:6:e:°ec:::dmeELbfi::nmaesn:°n'en,h£:t::
de la c6lula'.

I

En    particular,    para   Prosfhecobacfer   de/.onge;.i.   se    ha   observado   por
I

microscopip  de  transmisi6n   de  electrones,   estructuras  de  protofilamentos  que

fuo:in:ensT]taaTdo:oss::=:,rza::s::s:]rvc:nt::nde:::acy6::[a:,ey:ne::gnoo::::uTmejmcabracnoan

:onic::,r6Pn°id:nt:Bat::,:s°e:tnat;-,:::bBa(:::h°fifi::'mreenst::add°es::ubp;b:'Cac::;:ai:
despolimer]zaci6n  (Fig.  8  y  Fig.  9)  y  ademas  le  confiere  elasticidad  a  las  c6lulas

;:e:dt::;nB|t}er::Zin2a°::i'c::nq::t:uPc°t::a',a:::ad::e:::n:°r:a|:nf:Jr°msad:,::deant::
Prosthecobacfer.   Esta  funci6n   estructural,   al  formar  manojos  de  filamentos  y

participar  en  la  mantenci6n  de  la  forma  celular  es  similar  a  lo  encontrado  para

otras  proteinas.  Por  ejemplo  la  Crescentina,  que  es  requerida  para  mantener  la

forma  vibriqide  o  helicoidal  de  C.  crescenfus  y  que  se  ubica  como  un  filamento

::::;I:aL:I:Vqau:ee:t:`r:aacpo°::ficaa;r:Ve6ns::::u:::r°ddee:aenc::u::v(o:::r:::::nc::
mantenci6n, de  la forma celular en  un  grupo diverso de  bacterias  (Michie y  L6we,

I

2006)F,naiLente,aunquenosepuededescartaralgunaotrafuncl6n,dadala

homologfa due  presenta  con  tubulina  y  con   Ftsz,   parece  poco  probable  que
adopte las funciones de estas proteinas, dado que las condiciones fisiol6gicas que

presenta   la|  bacteria   hacen   mas  probable  que  los  filamentos  de   BtubA/B  se
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encuentren como   filamentos largos,  e incluso manojos que permanecen estables

y no  presenten  otras  caracteristicas,  como  por ejemplo  la  inestabilidad  dinamjca

de  los  microtdbulos  que  le  permite  al  filamento  buscar  su  destino  en  el  espacio

tridimensional  de  la  ce[ula.   Por  ello,   no  parece  factible  que  BtubAVB,  tenga  la

funci6n  de  segregar  mol6culas  de ADN.  Tampoco  parece  probable  que  BtubAVB

tenga  alguna  funci6n  en  la  divisi6n  celular como  el  caso  de  Ftsz,  pues  algunas

bacterias del phylum  Ver"comi.crobf.a presentan los genes que codifican para Ftsz

y  se  ha  observado  que  existe  un  aumento  transitorio  de  ]a  cantidad  de  calcio
intracelular;durante los procesos de divisi6n celular,  que contribuirfa  precisamente

a    manten6r    mss    estables    a    los    filamentos    de    BtubA/B.     Por    ello    las

concentraciones de  Kcl  y Cac12   analizadas en  esta  memoria apoyan  la  idea  de

que   BtubAVB   tendrfa   una   funci6n   netamente   estructural   /.n   v/.vo,   ayudando   a

mantener la forma celular, que incluye a la prosteca para aumentar la superficie de

absorci6n  de  los  nutrientes  y  adherirse  de  mejor  forma  a  las  superficies  de  su

habitat.



8. CONCLUSIONES.

1.    EI  m6todo  de  purificaci6n  de  BtubAVB  (tubulina  bacteriana),  por  ciclos  de

polirperizaci6n     y     despolimerizaci6n,     permiti6     obtener     una     proteina

pfacticamente  pura,  funcional  y sobre todo,  con  cantidades  pfacticamente

equimolares  de  BtubA  y  BtubB,  independiente  de  la  mayor  expresi6n  de

alguha de las subunidades del heterodfmero.

2.   El  a+mento de  la concentraci6n  de  potasio  reduce  la concentraci6n  critica

de  la  polimerizaci6n  de  BtubA/B  aunque  no  parece  incrementar el  tamafio
I

del hdc[eo en este rango de concentraci6n.
I

3.   Este;ndcleo  parece  ser  un  trfmero  tal  como  los  ntlcleos  de  actina.  A  una

conc6ntraci6n  de  Kcl  95  mM  se forman  comienzan  a formar manojos  por

interacciones   laterales entre filamentos de BtubA/B.  Este efecto que ejerce
i

el pqtasio es similar al efecto que se ejerce en  Ftsz en  un  rango similar al

estudiado en esta memoria.

4.   El ailmento de  la concentraci6n  de calcio tambi6n  reduce la concentraci6n

critica de la polimerizaci6n de BtubA/B y no afecta el tamafio del ndcleo.  Sin

embargo, el efecto que ej.erce el calcio es mucho mayor que el de potasio y

afecta  toda  la  cin6tica  de  polimen.zaci6n   de  BtubA/B,   incluyendo   la  de

facilitar  la  interacci6n   lateral  entre  filamentos  para  formar  manojos  muy
I

estables, a bajas concentraciones de KCI.  Este efecto nuevamente es muy

simil?r  a  lo  que  ocurre  con  Ftsz  y  por  el  contrario,  se  genera  un  efecto

opue§to a lo que ocurre con tubulina.
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APENDICE.

A. Derivaci6n de Nishida y Sakai del proceso de nucleaci6n.

Dada  la  dificultad  de  modelar  matematicamente  el  proceso  de  nucleaci6n,

tanto  en   la  determinaci6n   del  tamafio  de  este  y  las  constantes  que   la   rigen

(Esquema),   los   autores   simplifican   el   proceso   asumiendo   que   el   proceso   de

nucleaci6n se establece en un solo paso donde n es el numero de subunidades de

BtubA/B necesarias para formar el ndcleo y k* es la constante de nucleaci6n.

Nucleaci6n

ki.          k.2          k.n

®+„±,L
k:1        ki-k

k.
ns+P

k.
Simplificaci6n nucleaci6n

Elongacl6n

k2

S+P±  P

Slmplfflcacl6n elongacl6n

Con esta simplificaci6n y si despreciamos  la perdida de filamentos,  una vez

que  estos  se  han  formado,  la  tasa  en  que  estos  filamentos  son  formados  esta
dada por la ecuaci6n (1 ).

dp
E =k+[sllz      (1)

Donde  P  es  la  concentraci6n  de  extremos  de  los  filamentos  y  S  es  la

concentraci6n  de    subunidades  de  heterodimeros  de  BtubA/B.  Similarmente,  si

despreciamos  la  despolimerizaci6n  de  los  filamentos  la  tasa  de  polimerizaci6n

(vista desde la perdida de heterodimeros en la reacoi6n) esta dada por la ecuaci6n

(2).

=fr2[P][St]       (2)

Ahora  bien,  si  nos  fijamos  en  el  momento  particular  de  maxima  tasa  de

polimerizaci6n ocurre un  punto de inflexi6n en el grafico de dispersi6n donde entre
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otras cosas la aceleraci6n de la tasa de polimerizaci6n que es a su vez la segunda

derivada de la tasa de polimerizaci6n tiende a  cero (3).

cZ25

EEZ=0       (3)

Para encontrar este punto tomamos la derivada de la ecuaci6n (2).  Usando

la regla de la cadena, obtenemos:

-#=#k2[P][S*]

=k2,S*]#+k2[P,#=o

k2[s*]#=-fe2[p]¥        t4t

Ahora, sustituyendo las ecuaciones (1 ) y (2) dentro de la ecuaci6n (4)

obtenemos.

fr2[s*](fr*[s*-r)=ft2[p](fa2[p][s*])

k* [s*-r = fr2 [p] 2

[P]=
/\.a,I

i[s*P    (5)
La ecuaci6n (5) nos muestra la concentraci6n de filamentos de acuerdo a la

concentraci6n    de    heterodfmero    inicial    y    las    constantes    de    nucleaci6n    y

polimerizaci6n. Ahora si  mos volvemos a centrar en  el  punto de  maxima velocidad
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de   polimerizaci6n   ovmax)   y   sustituimos   lo   obtenido   de   la   ecuaci6n   (5)   en   la

ecuaci6n (2) obtenemos.

Vmax = k2 [P] [S8]  = fr2 [S*] ft2fe*[s*]E*1¥+1

En   este   punto,   se   asume   que   la   concentraci6n   de   subunidades   a

heterodimeros  como  en  nuestro  caso  se  mantiene  mas  o  menos  constante  a  la

concentraci6n   inicial   de   las   subunidades   Go.   Otra  forma  de   graficar  esto  es

asumiendo  que  el   maximo  nt]mero  de  filamentos  son  formados  antes  que  la

concentraci6n   de   subunidades   libres   sean   significativamente   menores   a   la

concentraci6n inicial.

I,ma# = [s*]!+1

Ahora  normalizando  la  maxima  tasa  de  cambio  en  nuestras  sefiales  de

dispersion de luz por la maxima serial de dispersi6n de luz (lmax) es equivalente a

dividir por la concentraci6n inicial de las subunidades obtenemos.

7Z.

ci.\.

Y finalmente, tomando el logaritmo en ambas partes, se obtiene.

(ilk.`Lk.. +flog([s1,

Esta ecuaci6n es equivalente a una ecuaci6n del tipo Y= mx + a,  por lo que

al  hacer un grafico de doble logaritmo,  obtendremos una recta cuya  pendiente es

equivalente  n/2  donde  n   es  el  tamafio   del   ndcleo  critico,   entendido  como  el

polfmero estable in.as pequefio.
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