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RESUMEN.

Filamentous  temperature  sensitive  strain  Z  (Ftsz)  es  una  protefna  citos6Iica

bacteriana  que forma  un  ani[]o  en  la  mitad  longitudinal  de  la  ce]ula  durante  la  dMsi6n

celular.  Este anillo se ensambla junta a otras  10 proteinas en Escher/.ch/.a co//. y forma

el   divisoma   bacteriano.   Ftsz  es   el   componente   mas   importante   del   citoesqueleto

bacteriano   involucrado   en   la   divisi6n   celular   y   comparte   actividades   similares   a

tubulina,  como  la  capacidad  de  polimerizaci6n  reversible  y  la  actividad  GTpasica.  El

mecanismo  de  polimerizaci6n  de  Ftsz y la  asociaci6n  con  su  actividad  GTpasica  son

desconocidos, tanto /.n v/.fro como /.n v/.vo.

En  esta  memoria  de  tltu[o  se  rea]iz6  una  descripci6n  cuantitativa  a  distintas

temperaturas  de  la  cin6tica  de  despolimerizaci6n  y  actividad  GTpasica  de  Ftsz  de

Escher/.ch/.a  co//.  (ECFtsz)  y  se   determin6   Ia  energfa  de   activaci6n   (E8)   de  ambos

procesos. Esta informaci6n se compar6 con dates existentes de su hom6Iogo term6filo

Ftsz de Methanococcus jannaschii (NI|Ftsz).

Al aumentar la temperatura las velocidades de reacci6n de despolimerizaci6n y

de actividad GTpasica aumentan.  ECFtsz presenta un aumento exponencial esperado,

mientras que MjFtsz presenta una desviaci6n de este comportamiento. Al determinar la

energia   de   activaci6n   (Ea)   usando   la   ecuaci6n   de   Arrhenius,   se   observ6   que   la

actividad GTpasica y la velocidad de despolimerizaci6n de ECFtsz poseen una sola Ea,

a  diferencia de  MjFtsz que  posee dos.  For lo tanto postulamos que esto se debe a la

dependencia diferencial  con  la temperatura de algdn  paso  del  mecanismo de  hidr6lisis

y despolimerizaci6n.

De acuerdo a lo anterior,  los polimeros visualizados por microscopia electr6nica

que  cada  proteina forma  son  diferentes,  incluso  la tendencia  de  asociaci6n  lateral  es



opuesta, a medida que la temperatura disminuye ECFtsz forma polimeros mas anchos

y MjFtsz mss delgados.

Debido  a que  ambas  proteinas  comparten  una alta  similitud  en  la  secuencia  y

poseen  un  rol  estructural  conservado,  es  de  esperar que  la  conformaci6n  de  ambas

proteinas sea similar. Proponemos que las diferencias observadas en las actividades /`n

v/.fro  de  estas  proteinas  se  deben  a  que  poseen  diferente  flexibilidad  y  estabilidad,

causadas por la pequefia diferencia entre sus secuencias, como la mayor presencia de

glicinas  en  ECFtsz proveyendo  una  mayor flexibilidad  estructural y la  mayor presencia

de   lisinas   en   MjFtsz,    residuo   que   puede   forman   puentes   salinos   y   estabilizar

interacciones laterales a altas temperaturas.



Abstract

Ftsz (Filamentous temperature sensitive strain Z)  is  a  cytosolic bacterial  protein

which   polymerizes  to  form   a   ring   structure  at  the  midpoint  of  the  rod   shape  cell,

perpendicular to the longitudinal axis during cell division. This ring recruits at least other

10 proteins in Escher/.ch/.a co//. to form the called d/.v/.some.

Ftsz,   the   most   important   bacterial   cytoskeletal   component   involved   in   cell

division,   has   similar  features  to   tubulin,   like   reversible   polymerization   and   GTpase

activity.   However,  the  Ftsz  mechanisms  of  polymerization  and  GTpase  activity  are

unknown /'n v/.fro and /.n v/.vo.

Here,   we   show   a   quantitative   kinetic   description   of   Escher/.ch/.a   co//.   Ftsz

(ECFtsz)  disassembly  and  GTpase  activity  at different temperatures.  Using  Arrhenius

plot  analysis  we  determined  the  activation  energies  (Ea)  of  both  processes.  This  data

was    compared    with    similar   existent   information   of   its   thermophile    homologous

M6thanococcusjannaschiiFtsz.(NI}Ftsz:).

Disassembly   and   GTpase   activity   rates   increases   at   higher  temperatures.

ECFtsz  show  an  ideal  exponential  behavior,  although  MjFtsz  show  a  deviation.  Using

Arrhenius equation we obtained  only one  Ea for both  ECFtsz polymer disassembly and

GTpase   activity,   instead   of  two   were   found   for   Mj.Ftsz   within   the   physiological

temperature  range  analyzed.  We  propose  that  this  dissimilarity  is  due  to  the  different

temperature  dependence  of  a   single  step   in  the  disassembly  mechanism   and  the

GTpase  activity.   Accordingly,   the   polymer  morphology  of  both   proteins  viewed   by

electronic  microscopy  was  different,  actually  was  the  opposite.  MjFtsz  forms  wider

filaments due {o lateral association at higher temperatures and  ECFtsz does it at lower

temperatures.



Due   to   the   sequence   similarity   and   the   conserved   structural   role   of   both

proteins,   it  is   possible   to   predict   that  their  structural   conformation   is   very   similar.

Therefore, the observed  behavior differences  respect to the temperature in the /.n  v/.fro

experiments  could  be  explained  by the  different flexibility  and  thermal  stability  of  both

proteins. This is given  by the small  sequence differences,  like the  presence of a higher

glycine number in  ECFtsz,  responsible of a more flexible structure,  and the presence of

higher lysine number in  MjFtsz, which are able to form  salt bridges that stabilize lateral

interactions at higher temperatures.



INTRODUCCION.

Divisi6n  celular  en  Escher/.ch/.a  co//..  Escher/.ch/.a  co//. es  el  modelo  de  estudio  par

excelencia  de  las  bacterias  gram  negativas.  Es  un  bacilo  que  posee  dos  membranas

celulares con un espacio entre ellas denominado peripla§ma, donde se ubica una capa

de peptidoglicano que constituye la pared celular.

Durante   la   divisi6n   celular   o   citoquinesis   ocurre   una   invaginaci6n   de   las

membranas  en  la  mitad  longitudinal  de  la  bacteria,  provocando  uria  septaci6n  en  la

secci6n  transversal   que  genera   dos   celulas   hijas   independientes.   En   E.   co/r.  este

proceso  (asl como  la  replicaci6n  del  DNA) esta  correlacionado  con  el  alcance de  una

masa  celu[ar  especifica,   denominada  nasa  de  iniciaci6n  de  la  divisi6n   (Donachie,

1968)   y   es    llevado    a    cabo    por   una    maquinaria    macromolecular   multiprot6ica

denominada    divisoma,    cuyos    componentes    se    ensamblan    en    una    jerarquia

determinada en el sitio de divisi6n (Aarsman y cols, 2005).

Segtln  Errington    (Errington  y cols,  2003)  en  la  divisi6n  celular de  procariontes

se  pueden  identificar  4  etapas.   La  primera  es  la  selecci6n  del  lugar  de  septaci6n

mediante  la  oclusi6n  del  nucleoide  y  el  sistema  Min.  La  oclusi6n  del  nucleoide  es  un

mecanismo que  inhibe la divisi6n  celular en  las vecindades del  nucleoide,  segtln se ha

visto   en   experimentos   donde   se   ha   interrumpido   la   replicaci6n   del   DNA   o   su

segregaci6n.   En   una   c6lula   en   divisi6n,   cuyo   cromosoma  ya   ha  sido   replicado  y

segregado,  hay 3 sitios carentes de DNA o con  menor concentraci6n efectiva de 6ste,

la mitad longitudinal  (entre ambos nucleoides) y los polos (Errington y cols,  2003).  Este

mecanismo ofrece no solo una regulaci6n espacial, sino que tambi6n temporal,  puesto

que   solo   cuando   ocurri6   la   replicaci6n   y   segregaci6n   del   cromosoma   el   centro



longitudinal  de  la  c6lula  presenta  una  menor  concentraci6n  de  DNA  y  se  permite  el

inicio de la divisi6n celular.

El   sistema   Min   (llamado   asi  por  el  fenotipo   mini-c6lulas  que   presentan   las

mutantes  de  los  genes  in/.n)  cumple  la  funci6n  de  evitar  la  citoquinesis  en  los  polos

celulares  y  consta  de  3   proteinas;   Minc.   MinD  y  MinE.   MinD  es  una  ATpasa  de

membrana  que  secuestra  a  Minc  en  la  membrana  y juntos  inhiben  el  ensamble  del

divisoma,  mientras  que  MinE  provee  especificidad  espacial  al  evitar  que  el  complejo

inhibidor  Min  acme  en  la  mitad  longitudinal  de  la  bacteria  (Bramkamp  y  van  Baarle,

2009).

En segundo lugar ocurre el ensamblaje de un protoanillo en la mitad longitudinal

de   la   bacteria   por   la   cara   citoplasmatica   de   la   membrana   celular   interna.   Este

protoanillo esta formado por las proteinas  Ftsz,  F{sA Gilamentous temperature sentive

cepa Z y 4,  respectivamente) y ZipA  (Ftsz interacting Erotein 4).  El  acr6nimo  Fts  se

acufi6   ya   que   mediante   el   aislamiento   de   bacterias   mutantes   sensibles   a   la

temperatura,  que forman  largos  filamentos  con  nucleoides  separados  regularmente  a

temperatura no permisiva, se ha podido identificar una serie de genes que actdan en la

divisi6n celular, como #sZ, #sA, #sL, #s/, #sQ,  ffsw, #sK y #sIV (Lutkenhaus y Addinall,

1997).  En  la  tercera  etapa  ocurre  un  acoplamiento  entre  elementos  del  protoanillo  y

proteinas    de    membrana,     proporcionandole    uni6n    a    la    membrana    celular    y

potencialmente a otras capas celulares (Errington y cols.,  2003).  Finalmente se unen al

complejo   proteinas   con   dominios   extracelulares,   particularmente   PBPs   (Eenicilin-

!inding  Eroteins)   que   participan   en   la   sintesis   de   pared   celular  y  se   produce   la

con{racci6n  del  denominado  anillo  Z,  generando  la  separaci6n  de  las  celulas  hij.as

(Errington y cols., 2003).



En   E.    co//.   hay   10   protelnas   esenciales   involucradas   en   el   proceso   de

citoquinesis.  Si  alguna  esta  ausente  hay elongaci6n  celular.  replicaci6n  y segregaci6n

del  DNA  pero  no  divisi6n  celular  (Gonzalez  y  cols.,  2010).  El  reclutamiento  de  estas

proteinas  esenciales  al  protoanillo  sigue  una  jerarquia  bien  definida,  cuyo  orden  es

Ftsz  >  [FtsA,  ZipA]  >  FtsK  >  FtsQ  >  (FtsB,  FtsL)  >  Ftsl  >  FtsN,  donde  las  proteinas

entre  corchetes  tienen  un  reclutamiento  independiente  entre  sf,  pero  dependiente  de

Ftsz  y  aquellas  entre   par6ntesis   se  ensamblan  simultaneamente   (Vicente  y  cols.,

2006).  En la tabla  1  se indican los principales componentes del divisoma y sus posibles

funciones.

Ftsz, la proteina clave de Ia divisi6n celular.  Ftsz es probablemente el componente

mss  importante  de  la  maquinaria  de  divisi6n  por  varias  razones;  (i)  es  el  gen  mas

conservado y ampliamente distribuido, incluyendo practicamente todas las eubacterias,

arqueas  e  incluso  organelos  eucariontes  (Margolin,  2000);  (ii)  esta  a  la  cabeza  en  la

jerarquia de ensamble del divisoma,  ya que casi todas las  posteriores requieren de su

presencia   para   integrarse   a   la   maquinaria   de   divisi6n   (Vicente   y  cols.,   2006);   (iii)

mutaciones  que  afectan  la  forma  del  anillo  Z  generan  una  morfologra  anormal  en  la

celula (Addinall y Lutkenhaus,1996);  (iv) tambien es un punto clave en la regulaci6n de

la citoquinesis, puesto que no solo es inhibido por la oclusi6n del nucleoide o el sistema

Min,  sino  que  tambi6n  por  el  sistema  SOS  de  reparaci6n  del  DNA  a  trav6s  de  SulA

(Lutkenhaus y Addinall,1997).  En  este  sistema,  la proteina  RecA detecta  la  presencia

de  DNA simple  hebra  (producto de  horquillas en  el  DNA o detenci6n  de  la  polimerasa)

y  remueve  al  represor  LexA del  operador de  los  genes  de  respuesta  SOS,  entre  los

que se encuentra su/A. De esta manera se permite la transcripci6n y expresi6n de SulA

que  interactda   directamente  con   Ftsz  evitando  que  forme  el  anillo  Z  en   la   mitad



longitudinal  de  la  celula  y  detiene  la  divisi6n  celular  (Dajkovic  y  cols.,  2008)  y  (v)  los

niveles   citoplasmaticos   de   Ftsz   regulan   la  frecuencia   de   la   divisi6n   celular  (Bi   y

Lutkenhaus,1990).

Tabla 1. Proteinas esenciales en la citoquinesis y su posible funci6n.

Proteina                                                                  Posible funci6n

Tiene  un  dominio  Rossman  de  uni6n  a  GTP  similar  al  de  tubulina  y  posee
Ftsz            actividad   GTpasica.   Polimeriza   en   forma   de   filamentos   y   fue   el   primer

elemento de citoesqueleto bacteriano descrito  (L6we y cols., 2004).

Pertenece   a   la  familia   de   las   actinas,   tiene  actividad  ATpasa   (Weinstein,

FtsA          :::c9a)S sqeueunneoat,:an::gjz6onn:a:be°X:'n°c,taejrem:hal::bFrtasnza.y :uenrt,: am::Suza;:: :ae:

ensamble de otras proteinas (Pichoff y Lutkenhaus, 2002)

ZipA

Se   ha   visto   que  ZipA  tiene   una  funci6n   similar  a   la   de   FtsA,   dado   que
mutantes  de  ganancia  de  funci6n. de  FtsA  hacen  innecesaria  la  participaci6n
de ZipA  en  el  divisoma.  Incluso  se  une  a  la  misma  regi6n  de  Ftsz  que  FtsA.

(L6we y cols., 2004)

FtsK

Es una gran protelna multifuncional,  su  regi6n amino terminal es esencial para
la  divisi6n  y el  dominio  carboxilo  es  una  translocasa  de  DNA  dependiente  de
ATP,  que acttla en  la segregaci6n de cromosomas y resoluci6n  del  dlmero de
cromosomas (Vicente y cols., 2006)

Forman   un   subcomplejo   bit6pico   que   seria   el   puente   entre   las   proteinas

predominantemente        citoplasmaticas        con         las        predominantemente
FtsB,  LyQ     periplasmaticas.    FtsQ    tiene    un    dominio    POTRA   (Q9lypeptide   ±ansport-

associated,  asociado  a  funci6n  chaperona)  y  estabilizarla  la  mayor  parte  de
las interacciones entre proteinas (Gonzalez y cols., 2010).

Fts,             ES una  pBP3  (penicillin-binding proteina class a) con  actividad transpeptidasa
y esta involucrada en la slntesis de peptidoglicano. (Vjcente y cols., 2006)

Es  la  tiltima  proteina que se integra al divisoma,  que  no es totalmente estable
FtsN             hasta el ensamble de FtsN.  (Mjngorance y cols.. 2010). Tiene un sitio de uni6n

a peptidoglicano (Vicente y cols., 2006).



Ftsz se ubica en el borde citoplasmatico de la invaglnaci6n de las membranas y

es  la  proteina  que  forma  el  denominado  anillo  Z.  Antes  de  la  divisi6n  celular  Ftsz

permanece  en  el  citoplasma,  Iuego  se  ensambla  en  la  mitad  longitudinal  de  la  c6Iula,

forma  el  anillo  Z  y  permanece  en  este  afiillo  que  se  constriFie  para  luego  distribuirse

nuevamente  en  el  citoplasma  una  vez  terminada  la  citoquinesis  (Bi  y  Lutkenhaus,

1991).  Sin  embargo,  se  han  reportado  evidencias  que  indican  que  el  anillo  se  forma

tempranamente en el ciclo celular,  incluso  el ensamble podria comenzar en  las  c6Iulas

hijas una vez terminada la citoquinesis (Erickson y cols., 2010).

El anillo Z es  una estructura dinamica,  de hecho durante la esporulaci6n de 8.

subf/.//.s se  ha  reportado que el anillo  migra  desde  el  centro  hacia los  polos,  donde se

observa  una  forma  helicoidal  del  anillo  (Vicente  y  cols.,  2006),  una  dinamica  que  es

similar   al   movimiento   del   sistema   Min.   En   E.   co//.  tambi6n   se   ha   observado  `esta

dinamica   y  se   ha  propuesto  que  esta  formaci6n   de   h6Iices   colapsa   en   el   centro

longitudinal  de  la  c6lula  y forma  el  anillo  Z  (Erickson  y  cols.,  2010).  Se  ha  propuesto

tambien que el  anillo Z seria  una estructilra continua,  mientras que las h6lices estarian

formadas por olig6meros (Mingorance y cols., 2010).

Ftsz  como  origen  de  la  fuerza  de  constricci6n.  Ftsz  tiene  actividad  GTpasica  y

polimeriza  dependientemente  de  GTP,  caracteristicas  por  las  cuales  es  considerado

como   el   principal   componente   del   citoesqueleto   procarionte   y   actor  central   en   la

transformaci6n  de  energia  quimica  en  energia  mecanica  para  producir la  constricci6n

de las membranas celulares (Erickson y cols., 2010). Concordantemente con esta idea,

algunas  arqueas  y  bacterias  que  no  tienen  pared  celular,  poseen  Ftsz y carecen  del

resto de la maquinaria del divisoma de E.  co//. (Erickson, 2009).  Se ha descrito tambi6n

que  en  bacterias  que  carecen  de  las  pro{einas  mureina  hidrolasas,  la  dMsi6n  celular



ocurre  en  ausencia  de  sintesis  de  peptidoglicano,  indicando  a  su  vez  que  la  fuerza

motriz  necesaria  para  lograr  la  constricci6n  proviene  de  un  mecanismo  citoplasmatico

(Mingorance y cols., 2010)

En  el  trabajo  de  Osawa  (Osawa  y  cols.,  2008)  se  construy6  una  mutante  de

Ftsz,  denominada  Ftsz-mts,  a  la  cual  se  le  removi6  la  secuencia  de  uni6n  a  FtsA o
I

ZipA  y  se  agreg6  la  secuencia  de  YFP-Venus  y  una  helice  anfipatica  de  MinD  que

interacttla con la membrana de E. co//..  Esta protelna quimera se purific6 y se agreg6 al

interior de  ljposomas gigantes.  En  el  interior de los liposomas  Ftsz-mts form6  anillos y

al   agregar  GTP   se   pudo   apreciar  constricci6n   de   las   paredes   multilamelares   del

liposoma.   Recientemente   el  mismo  grupo   (Osawa  y  cols.,   2011)   describi6  que  el

ensamble  de  anillos  de  mts-Ftsz  (ahora  las  secuencias  de YFP  y la  h6lice  anfipatica

estan en la parte amino de la proteina) en la supemcie externa de liposomas es capaz

de  "constrefiir"  el  liposoma  en  presencia  de  GTP.  Sin  embargo  las  bases  moleculares.

del origen de la fuerza mecanica son adn desconocidas.

Propiedades bioquimicas de Ftsz. Los residuos 105-111  de Ftsz [GGGTGTG] tienen

una  alta  identidad  de  secuencia  con  la  secuencia firma  de las tubulinas,  que  es   una

regi6n  rica  en  glicinas  [G/AGGTGSG]  presente  en  a  y  P  tubulina,  asi  como  con  los

residuos.140-148  de  y  tubulina,  que  forman  parte  de  la  region  de  union  a  nucle6tido

(Raychaudhuri y Park,1992).  Hay tambi6n una alta similitud de estructura entre Ftsz y

tubulina,   pues  ambas  tienen  2  dominios  formados  por  una  hoja  beta  rodeada  por

h6lices,  unidos  por una  h6lice  central  denominada  H7  (Nogales  y  cols.,  1998;  L6we y

cols.,  2004).  Sin  embargo difieren  en  la  estructura  del  extremo  C-terminal.  donde  Ftsz

carece  de  2  largas  helices  a  presentes  en  tubulina.  Por  lo  tanto  se  pens6  que  Ftsz

podria   tener   funciones   similares   a   tubulina   y   ser   el   componente   principal   del

10



citoesqueleto   bacteriano   involucrado   en   la   citoquinesis,   por   lo   que   se   analiz6   la

actMdad  GTpasica  y  la  capacidad  de  polimerizaci6n  /.n  vi.fro  (Raychaudhuri  y  Park,

1992;  Bramhill y Thompson,1994).

Ftsz une de forma selectiva GTP y GDP (uni6n saturable a 40 y 80 ijM a 37 °C,

respectivamente) consistente con  una cinetica de un sitio de uni6n con  Kd de 3,7 y 7,7

LIM  para  GTP  y  GDP,  respectivamente  (Mukherj.ee  y  cols.,1993).  Ftsz  hidroliza  GTP

en   presencia  de  magnesio,   el   cual   no   es   necesario   para  la   uni6n   del   nucle6tido

(Raychaudhuri y Park,1992;  Mukherjee y cols.,1993).  La actividad  GTpasica  de  Ftsz

de Esche//.ch/.a co//. (ECFtsz) presenta una KM de 46  LIM y una kca, de 0,78 min-1  a 30 °C

y pH 6,5 (Nova y cols., 2007). A pH 7,5, mayor fuerza i6nica y a temperatura ambiente

se ha reportado una KM de 39,5  uM   (Chung y col.  2007) y de 82 uM a 37 °C  (Sossong

y col.1999).

La  actividad  GTpasica  es  dependiente  de  la  concentraci6n  de  proteina,  pues

presenta  una  concentraci6n  critica  (Cc,  uM)  bajo la cual  no  hay hidrolisis de nucle6tido

(Scheffers y cols.,  2002).  Los valores tipicos de  Cc de la actividad  GTpasica estan  en

torno a 1  uM,  dependiendo de las condiciones /.n v/.fro utilizadas. Asi lo confirma  uno de

los reportes mas recientes de concentraci6n critica 1,2 ± 0,1  uM (Jaiswal y cols., 2011 ).

El  sitio   activo  para   la  actividad   GTpasica   no   se  encuentra  presente  en  el

mon6mero  de  Ftsz,  si  no  que  se forma  en  la  interfase  de  interacci6n  del  drmero  de

Ftsz,  donde los residuos aspartato 209 y 212  pertenecientes al  loop T7, juegan  un rol

fundamental   en   la   catalisis   (Scheffers   y   cols.,   2002),   asi   como   asparagina   207

(Erickson y cols., 2010).

Actualmente   se   sabe   que   Ftsz   polimeriza   /.n   v/'fro   en   presencia   de   GTP

formando filamentos simples,  dobles,  sabanas,  ovillos o tdbulos §egtln  las  condiciones

experimentales empleadas  (Lu y cols.,  2000;  Popp y cols.,  2010). A pesar de esto,  es
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ampliamente  aceptado  que  el  polimero  base  de  Ftsz  es  el  protofilamento  (filamento

dnico)  y  tiene  un  tamaFio  relativamente  corto,   de  50  a   150  subunidades  de  largo

(Mingorance y cols..  2010).

La  polimerizaci6n  (al  igual  que  la  actMdad  GTpasica)  es  dependiente  de  la

concentraci6n de proteina, evidenciando tambi6n una Cc bajo la cual no hay ensamble

de  polimeros.  La  Cc de  la  polimerizaci6n.de  Ftsz varia  entre  0,88  a 2,5  uM  (Huecas y

cols.,  2008;  Mukherjee  y  Lutkenhaus,1999),  dependiendo  de  las  condiciones  /.n  v/.two

utilizadas    y    la    metodologia    de    medici6n,    que    generalmente    corresponden    a

sedimentaci6n y dispersi6n de luz.

Debido   la   hidrolisis   de   GTP,   6ste   deja   de   estar   disponible   y   provoca   el

desensamble de los filamentos.  Debido a este equilibrio dependiente de  GTP entre  los

estados   polimerizado   y   despolimerizado,    el   ensamble   de   Ft§Z   se   denominada

reversible. Actualmente hay varias evidencias que sugieren que el intercambio de GTP

por  GDP  ocurre  en  los  mon6meros  libres  en  soluci6n,  durante  el  recambio  de  las

subunidades  del  polimero  y  no  en  las  subunidades  interiores  del  f"amento  (Chen  y

Erickson, 2009; Mingorance y cols., 2010).

Por otro  lado  se  ha  demostrado  que  la  actividad  GTpasica y  la  capacidad  de

polimerizaci6n  estan  desacopladas,  ya  que  Ftsz  polimeriza  al  reemplazar  GTP  por

analogos  no  hidrolizables  de  GTP  o  al  quelar  el  magnesio  de  la  soluci6n  agregando

EDTA  (Lu  y  cols.,  2000).  Incluso  se  ha  visto  formaci6n  de  polimeros  inducidos  con

GOP estabilizados por la resina policati6nica DEAE-dextrano (Mukherjee y Lutkenhaus,

1994). Sin embargo se ha observado una disminuci6n del recambio de subunidades in

v/`vo  en  celulas  que  poseen  Ftsz  mutantes  sin  actividad  GTpasica  (Stricker  y  cols.,

2002),  asi como una disminuci6n en la capacidad de constricci6n en liposomas (Osawa

y Erickson, 2011)
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Mecanismo  de  polimerizaci6n.  Tubulina  se  cristaliz6  en  estado  po]imerizado  y  se

observa   un   desplazamiento   del   loop  T7  que  se   inserta   en   el   bolsillo  de   uni6n  a

nucle6tido  de  la  subunidad  siguiente  en  el  filamento  y  activaria  la  hidr6lisis  de  GTP

(Nogales y cols.,1998). Dado que la estructura monomerica de Ftsz es superponible a

la  de tubulina y a  que  presenta  un  loop  homologo  al  loop T7,  se  piensa  que tienen  un

mecanismo  de  polimerizaci6n  y  activaci6n  de  la  actividad  GTpasica  similar  (L6we  y

cols.,  2004).  Sin  embargo,  la  falta  de  informaci6n  estructural  a  resoluci6n  at6mica  no

ha  permitido  conocer c6mo  se  ensamblan  los  polimeros  y  c6mo  el  loop  T7  permite  la

actividad GTpasica.

Existen  varios  modelos  de  polimerizaci6n  de  Ftsz,  debido  a  que  presenta  un

comportamiento  bastante particular.  La  presencia de  una  Cc y una d6bil  nucleaci6n  de

dimeros  son  caracteristicas  encontradas  en  varios  elementos  de  citoesqueleto  que

polimerizan  como  f"amentos  dobles  o  con  forma  helicoidal,  sin  embargo  Ftsz  forma

filamentos  de  una  subunidad  de  ancho.  Por  lo  tanto,  genera  o  pierde  una  interacci6n

.   por subunidad  que  ingresa  o  sale  del  filamento,  respectivamente  (Erickson,  2009).  En

estas condiciones la polimerizaci6n de Ftsz deberia seguir un  mecanismo isod6smico,

en  el  que  la  energfa  de  formaci6n  de  un  dimero  o  la  adici6n  de  un  mon6mero  a  un

filamento de n subunidades es la misma,  sin fase de  nucleaci6n  o concentraci6n  critica

como en polimeros helicoidales (Oosawa y Asakura,1975).

Un  modelo  te6rico  que  explica  la  concentraci6n  critica  y  la  fase  de  nucleaci6n

dim6rica ha sido propuesto   (Huecas y cols., 2008;  Miraldi y cols., 2008) y coincide con

los postulados de cooperatividad propuestos por Oosawa y Asakura. La idea central es

que Ftsz tiene una conformaci6n de baja afinidad en estado monom6rico y una de alta

afinidad   cuando   esta   en   estado  oligom6rico.   La   interacci6n   de   la  superficie   de  2
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mon6meros generarfa un cambio conformacional generalizado en la proteina, de modo

que tambien cambiaria la superficie contraria a la interacci6n  de la subunidad,  es decir,

el lado opuesto a la interacci6n.  Si  bien,  este modelo explica   la concentraci6n  critica y

fase   de   nucleaci6n   dimerica,   experimentalmente   no   se   han   encontrado   indicios

decidores de cambios  conformacionales,  incluso  el  estado  monom6rico y pc)limerizado

de Ftsz son casi iguales (Huecas y cols., 2008). Se han encontrado mediante estudios

bioinformaticos    ciertos    movimientos    que    indicarian     una    cierta    flexibi[idad    de

subdominios  de  Ftsz  (Martin-Galiano  y  cols.,  2010),  pero  en  los  cristale§  de  Ftsz  de

distintos  organismos  y  en  presencia  de  distintos  nucle6tidos,  siempre  se  observa  la

misma estructura 3D (Oliva y cols., 2007).

La   polimerizaci6n   /.r}   v/.vo   es   un   tema   aun   mas   interesante,   puesto   que

experimentos /.r]  v/.fro indican  que  la fuerza  de  constricci6n  es  generada  en  su  mayoria

o   totalidad   por   el   anillo   Z   (Osawa   y   cols.,   2008).   Actualmen{e   se   proponen   2

mecanismos  principales  de  generaci6n  de  fuerza,  comentados  par  Erickson  y  L6we

(Erickson,  2009;  Oliva  y  cols„  2007).  El  primero  indica  que filamentos  cortos  de  Ftsz

superponen   sus   extremos   y  forman   el   anillo   Z,   de   modo   que   la   constricci6n   se

produciria  al  deslizarse  un  filamento  sobre  el  otro,  al  generar  interacciones  laterales

favorables   entre   filamentos.   La   otra   teoria,   se   basa   en   la   curvatura   de   22°   que

muestran los filamentos en estado GDP versus el filamento recto observado en estado

GTP,  de  modo  que  el  paso  de  recto  a  curvo  al  hidrolizar  el  nucle6tido,  generaria  la

fuerza   necesaria   para   la   invaginaci6n   de   la   membrana,   que   continuarla   con   la

producci6n de peptidoglicano.

La  estructura  de  los  filamentos  del  anillo  Z  en  la  celula  es  adn  desconocida,

pues puede ser una estructura continua o un conjunto de olig6meros superpuestos. Se

sabe que solo alrededor del 30% de Ftsz forma parte del anillo Z y que el  ndmero de
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mon6meros  en   el  citoplasma  varia  entre  3200  y   15000  segun  el  autor  y  la  cepa

bacteriana utilizada (L6we y cols., 2004),  una cantidad suficiente para recorrer varias la

circunferencia transversal interna de la c6Iula.

EI intercambio de las subunidades monom6ricas en el citoplasma con el anillo Z

es  algo  que  tambien  se  ha  medido  /.n  v/.vo  y  es  un  punto  importante  a  la  hora  de

proponer  un  mecanismo  de  polimerizaci6n.  Mediante  FRAP  (Eluorescence  Becovery

After Ehotobleaching)  se  estudi6  el  intercambio de subunidades  de  Ftsz entre  el  anillo

Z y el  citoplasma,  obteniendo  un  tiempo  de  recuperaci6n  de  la  mitad  de  la  intensidad

de fluorescencia de 31,7 s a 30 °C (Stricker y cols., 2002), indicando que el intercambio

es bastante fapido y el anillo es una estmuctura altamente dinamica.

Ftsz   de    Methanococus   jannaschii.    Methanococus   jannaschii    (cnyc>    nombre

sistematico es Mefhanoca/dococcus /.amasch/./')  es una arquea que fue recolectada en

1983  desde  una  fumarola  submarina  a  2600  metros  de  profundidad  en  el  este  del

oc6ano pacifico, que alcanza temperaturas maximas de 380 °C y altas concentraciones

de H2S (Jones y cols.1983).

Las condiciones ambientales extremas a la cuales se adapt6 M. /.annasch/./.  son

bastante  diferentes  al  ambiente  de  los  hospederos  homeotermos  usados  por  E.  co//..

Sin embargo, las secuencias de Ftsz de ambos organismos tienen una identidad de 47

0/o y similitud de 68 %]  segtln se determin6 mediante la herramienta de alineamiento de

secuencias  de   NCBl   (BLAST).   La  estructura  cristalina  de  Ftsz  de  Methanoccocus

/.amasch/./. (MjFtsz) se resolvi6 por cristalografia de rayos X a  una  resoluci6n  de 2,8 A

(L6we y Amos,  1998) y deberia ser parecida a la estructura de Ftsz de E. co//. (ECFtsz),

a pesar de pertenecer a 2 dominios de la vida distintos.
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Las diferencias en la secuencia de ambas proteinas deberran dar cuenta de las

distintas  adaptaciones  t6rmicas  que  sufrieron  ambas  proteinas  y  por  lo  tanto  en  un

sistema /.n  v/.fro  deberian  evidenciar diferencias  en  su  actividad  y estabilidad,  a  menos

que las arqueas term6filas desarrollaran algdn mecanismo estabilizador de proteinas a

altas temperaturas.

MjFtsz   y   ECFtsz   se   han   comparado   a   nivel   de   estabilidad   de   estructura

secundaria   frente   a   agentes   caotropicos   (cloruro   de   guanidinio,    Gdmcl),   como

apoproteina y con nucle6tido (Andreu y cols., 2002). En aquel estudio se muestra como

MjFtsz es mss estable que su par mes6fila en un rango de temperaturas y que ambas

protefnas /.n v/.fro tienen estabilidades optimas muy por debajo de la temperatura optima

de crecimie'nto del  microorganismo del  cual  provienen.  En  el trabajo de Andreu y cols.,

tambien observaron algo muy interesante y es que MjFtsz no se ve estabilizada al unir

nucle6tido, mientras que ECFtsz si lo hace.

En   el   laboratorio  de   Biologia   Estructural  y  Molecular  (BEM),   se  realiz6  una

caracterizaci6n  cin6tica  de  MjFtsz,  donde  se  calcul6  la velocidad  inicial,  la  energia  de

activaci6n  y  los  parametros  termodinamicos  del  ET  de  las  reacciones  de  hidrdlisis  de

GTP    y    despolimerizaci6n    (Maldonado,    2011).    La    presencia    de    2    pendientes

(comportamiento  bifasico)  en  el  grafico  de  Arrhenius  indic6  la  presencia  de  2  pasos

limitantes de la reacci6n segtln  la temperatura, cada uno con  una  Ea (ver anexo).  Esta

es una caracterlstica vista previamente en otras proteinas hipertermbfilas.

Los    datos    existentes    en    laboratorio    BEM    respecto    a    la    cine{ica    de

despolimerizaci6n   y  actividad   GTpasica   de   MjFtsz   a   distintas  temperaturas   y  las

diferencias encontradas  en  la estabilidad frente  a  agentes  captr6picos  entre  MjFtsz y

ECFtsz,  nos  hacen  pensar  que  ECFtsz  puede  tener  un  comportamiento  diferente  a

MjFtsz  en  cuanto  a  cin6tica  de  despolimerizaci6n  y  actividad  GTpasica  a  distintas
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temperaturas.  De  haber  diferencias,  deberian  estar  de  acuerdo  a  las  caracteristicas

evolutivas  adquiridas  por  los  microorganismos  de  los  cuales  se  provienen,  es  decir,

MjF{sZ presentando mayor actMdad. a altas temperaturas y ECFtsz a  menores.  Por lo

tanto el comportamiento cin6tico  bifasico de la actividad  GTpasica y despolimerizaci6n

de  MjFtsz  se  deberia  a  que  proviene  de  un  organismo  hiperterm6filo  y  no  es  un

comportamiento  intrinseco de las  Ftsz en general.  De esta  manera se hace necesario

determinar las energias de activaci6n de la actividad GTpasica y despolimerizaci6n de

ECFt§Z. Por lo tanto se propone la siguiente hip6tesis:

Hip6tesis

"Los  filamentos  de  ECFtsz  tiene  una  estabilidad  cin6tica  (manifestada  en  energia  de

activaci6n) distinta a [a de MjFtsz"

Objetivo General:

Determinar  la  termoestabilidad  cin6tica  de  los  polimeros  de  ECFtsz  en  cuanto  a  su

actividad GTpasica y despolimerizaci6n.

Objetivos Especificos:

1.        Determinar  la  velocidad  y  energia  de  activaci6n  de  la  despolimerizaci6n,

ademas  de  la  concentraci6n  critica  de  la  polimerizaci6n  y  la  morfologfa  de

los filamentos a distintas temperaturas.

2.        Determinar  energfa  de  activaci6n  de  la  actividad  GTpasica,  asi  como  la

velocidad maxima y concentraci6n critica a distintas temperaturas.

3.        Calcular  los  pafametros  termodinamicos  de  activaci6n  de  la  hidr6lisis  de

GTP y despolimerizaci6n.
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MATERIALES,

Todas  las  soluciones  se  prepararon  con  agua  nanopura  (resistMdad  de  18,2

uQ/cm2). Los reactivos usados y sus fabricantes se indican en la tabla 2.

Tabla 2. Lista de reactivos empleados con sus respectivos fabricantes.

Reactivo                                                                         Fabri ca nte

Amonio heptamolibdato tetrahidro (MbNH4)

Cloruro de potasio (Kcl)

Cloruro de sodio (Nacl)

Cloruro de calcio (Cac12)

Sulfato de amonio ((NH4)2S04)

Oxalato de verde malaquita

Merck

Guanosina 5'-trifostafo (GTP)

L-Glutamato de potasio

Cloruro de magnesio (Mgc12)

Sigma

Tween 20

Cloruro de guanidinio

Acido etilendiaminotetraacetico (EDTA)

Glicerol

Winkler

cido piperazina-N,N'-bis(2-etanosulfonico) (PIPES)

Ampiciljna

lsopropil-a-D-1-tictgalactopiran6sido (lpTG)

Tris(h idroxim etil)a minometano (Tris)

US  Biological

Acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico (MES) Phyto Technology Laboratories

Coctel inhjbidor de proteasas sin EDTA Roche
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METODOS.

Purificaci6n    de    Ftsz.    Se    purific6    Ftsz    desde    EscheH.ch/.a    co//.    BL21(DE3)

transformadas con el vector PMFV57,  que provee un sistema de trascripci6n  inducible

por  lpTG  del  gen  #sZ.   La  purificaci6n  de  Ftsz  consiste  basicamente  en  ciclos  de

polimerizaci6n-despolimerizaci6n  gracias  a  la  cual  se  obtiene  proteina  funcional  con

una pureza estimada de 91 °/o.

A  partir  de  una  colonia   bacteriana   transformada   con   PMFV57   resistente  a

ampicilina  (0,1   mg/mL)  y  que  sobreexpres6  la  proteina  Ftsz  en  presencia  de  IPTG

(analizado por ensayos de sobreexpresi6n previos), se creci6 un pre-in6culo de 5 mL a

37 °C con agitaci6n orbital. De este, se agreg6  1  mL a un litro de medio de cultivo Luria

Bertani fresco (LB;  1L se compone de  10 gr. de Triptona,  5 gr. de extracto de levadura,

10 gr de Nacl y se ajusto a pH 7,5 con NaoH  10N), se incub6 a 150 rpm y 37 °C hasta

que el cultivo alcanz6 una D06oo de 0,7 unidades de absorbancia y se suplement6 con

lpTG  0,3  mM.  Se  permiti6  el  crecimiento  del  cultivo  bacteriano  durante  4  horas  en

agitaci6n a  150 rpm y 37 °C. Se centrifug6 el cultivo durante 40 minutos a 2000 x g y se

elimin6   el   sobrenadante,   el   sedimento   bacteriano   se   suspendi6   en   20   mL   de

amortiguador TEN  (Tris-Hcl  10  mM pH  8,  EDTA 1  mM y Nacl  0,1  M) y se centrifug6 a

3800 x g durante 30 min.  Se realizaron 3 lavados como el ya mencionado para eliminar

el medio LB restante y el sedimento  bacteriano resultante se guard6 a -80  °C hasta el

dia siguiente.  Las bacterias sedimentadas se descongelaron y suspendieron en 20 mL

de amortiguador A frlo  (Tris-Cl  50  mM  pH  8,  Kcl  50  mM,  EDTA  1  mM  y glicerol  10%),

se  agreg6  una  pastilla  de  coctel  inhibidor  de  proteasas  (Roche)     y  la  soluci6n  se

mantuvo   15   minutos   a  4   °C.   Luego   se   efectuaron   6   ciclos   de   sonicaci6n   de   20

segundos  a  6  Watts  con  un  minuto  de  intermedio  y  se  ultracentrifug6  durante  90
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minutos   a   4   °C   y   100000   x   g   para   precipitar   restos   celulares   membranosos   y

ribosomas.  Se  extrajo  el  sobrenadante  y  se  agreg6  sulfato  de  amonio  a  saturaci6n,

soluci6n que se mantuvo en agitaci6n durante 90 minutos y se centrifug6 a 5600 x g y

4  °C  durante  30  minutes.   El  sobrenadante  resultante  se  elimin6  fapidamente  y  el

sedimento  se  disolvi6  en  5  mL  de  amortiguador  A.  La  soluci6n  obtenida  se  dializ6

contra  un volumen de 2  L de amortiguador A durante toda la  noche con  agitaci6n a 4

°C  para  dializar  restos  de  sulfato  de  amonio.  AI  dia  siguiente  se  centrifug6  a  4  °C  a

5600   x   g   durante   30   minutes   para   eliminar   posibles   agregados   de   proteina.   EI

sobrenadante   se   someti6   a   6   ciclos   de   polimerizaci6n-despolimerizaci6n.   El   ciclo

comienza   al   agregar  el  sobrenadante   (5   mL  aproximadamente)   a   15   mL  de   una

soluci6n que contiene:  PIPES 50 mM  pH 6,5,  Mgc1210 mM,  Cac1210 mM,  glutamato  1

M y GTP 2 mM.  Esta mezcla de reacci6n se incub6 a 37 °C durante 30 minutos, donde

se   form6   una   soluci6n   tipo   gel   altamente   viscosa   producto   de   la   polimerizaci6n.

Posteriormente se centrifug6 a 5000 x g y 25 °C durante 30 minutos.  El sobrenadante

se  descart6,  mientras  que  el  sedimento  se  disolvi6  en  5  mL  de  amortiguador  A frio

(despolimerizaci6n)  y  se   centrifug6   a   5000  x  g   durante   30  minutes  para   eliminar

agregados de proteina que no despolimerizaron (proteina no funcional).  Finalizados los

6  ciclos,  la  proteina  resultante se dializ6  extensivamente  2  veces  contra  una  soluci6n

de amortiguador A y la muestra se guard6 a -80 °C en alicuotas de 100 lil.

Cuantificaci6n   de   Ftsz.   La   cuantificaci6n   de   la   proteina   se   hizo   midiendo   la

absorbancia a 254 y 280 nanometros,  longitudes de onda a las que absorbe el GDP y

los aminoacidos aromaticos de la proteina, respectivamente.  Las muestras se midieron

en  triplicado  a  .una  diluci6n   1:20.  Se  usaron  los  coeficientes  de  extinci6n  molar  (e)

repor{ados para GDP a 280 y 254 nm cuyos valores son 8100.M-tcm-t y 13600 M-Tcm-1,
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respectivamente.  Para  Ftsz  los  coeficientes  de  extinci6n  molar  a  280  y 254  nm  son

3840   M-'cm-1   y  2750   M-tom.i,   respectivamente.   Dado   que  la   absorbancia   de   una

soluci6n  a  cierta  longitud  de  onda  es  la suma  de  las absorbancias  individuales  de  sus

componentes y que la absorbancia se define como el producto de la concentraci6n, el

paso 6ptico y 8,  podemos definir la absorbancia como una combinaci6n lineal:

A28o  =  €2GBDoP.  CGDp   +   €2F£3Z.  CFtsz                                                                [1]

A254  =  g2G5D4P.  CGDp   +   £2F5£Z.  CFisz                                                         [2]

donde A  corresponde  a  la  absorbancia  a  la  longitud  de  onda  i,  c  es  el  coeficiente  de

extinci6n  molar  del  nucle6tido  o  de  la  proteina  a  cierta  longitud  de  onda  (segdn  se

indique  en  el  sub  y superindice)  y  C  es  la  concentraci6n  del  nucle6tido  o  la  proteina.

Despejando CFtsz se obtiene:

A2s4.€£8DoP-A28o.€85D4P
tsz_ €G28DoP.eF2gs4tz-€934P.eF2gioz [3]

De  este  modo  se  determin6  una  concentraci6n  de  proteina  de  500  uM  (20

mg/ml). Las mediciones de la concentraci6n de proteina se realizaron en una cubeta de

absorbancia  de  cuarzo   (Hellma)  y  en  un   espectrofot6metro  con  arreglo  de  diodos

Hewlett-Packard   8452A.   Luego   de  cuantificar  Ftsz,   se  corrobor6  su  funcionalidad

determinando  la  actividad   GTpasica  y  Cc  de  polimerizaci6n  a  30  °C  (m6todos  en

secci6n Actividad  GTpasica y Dispersion de luz,  respectivamente).

Actividad  GTpasica.  La  concentraci6n  de fosfato  inorganico  producto  de  la  hidr6Iisis

de   GTP   se   determin6   cuantitativamente   por   el   metodo   colorim6trico   de   verde

malaquita.  Un volumen de  13 mL de la soluci6n colorante de 6ste m6todo se compone

de  10  mL de verde  malaquita  1,32  mM en  H2S04 3,1  M,  2,5  mL de  heptamolibdato de

amonio al 15% en agua y 0,5 mL de Tween 20 al 11% en agua. Estas soluciones stock
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se mantuvieron  a temperatura ambiente y la  mezcla colorante se prepar6 al  momento

de la determinaci6n.

Un  volumen  de  160  uL  de  las  muestras  cuya  concentraci6n  de  Pi  se  desea

determinar,  se  deposit6  en  pocillos  de  placas  ELISA  mantenidas  en  hielo.  Luego  se

agreg6 40 uL de colorante y se agit6 a una potencia de 750 rpm durante 2 minutes en

un  agitador de  placas  de  ELISA  Heidolph  modelo  Titramax  101.  Se  mantuvo  la  placa

de ELISA a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 30 minutos para que la

soluci6n de cada pocillo alcanzara una absorbancia estable, segt]n se determin6 en un

experimento  de  la  cin6tica  de  la  reacci6n  de  coloraci6n  realizado  previamente  (no

mostrado).  Posteriormente  se midi6  la absorbancia a  630  nm  en  un  equipo  Epoch  de

Biotek.

Se prepar6 una curva de calibraci6n de  11  puntos por diluci6n seriada al 75 % a

partir de una soluci6n 450  uM de KH2P04.  Es decir, a partir de la soluci6n 450 uM de Pj

se tom6 % del volumen y se agreg6 a t/4 de agua,  y asf sucesivamente.  De modo que,

la curva de calibraci6n  cubre  un  rango de concentraciones  desde 450  a 25,34  uM  de

KH2P04,   mss   un   blanco   libre   de   Pi.    En   todo   el   rango   de   concentraciones   la

absc)rbancia fue directamente proporcional a la concentraci6n de Pi  (no mostrado).  Las

muestras  para  la  curva  de  calibraci6n  se  guardaron  a  -20  °C  y se  agregaron  a  cada

una  de  las  placas  de  ELISA  para  ser  analizadas,  dado  que  el  colorante  se  prepara

cada vez que se hace el experimento.

Se tomaron 30 Ill de las soluciones de la curva de calibraci6n y de las mezclas

de reacci6n de hidr6lisis de GTP por  Ftsz, y se agregaron a 770 ijL de acido percl6rico

0,32 M.  Dado que exi§te hidr6lisis acida del  GTP  por el acido percl6rico,  las soluciones

se  mantuvieron  en  hielo  hasta  el  momento  en  que  se  agreg6  los  160  LJL a  los  pocillos

de la placa de ELISA.

22



Cin6tica de la actividad GTpasica. Para los experimentos cin6ticos de saturaci6n por

sustrato se us6 una concentraci6n de 3 uM de Ftsz en amortiguador de polimerizaci6n

MES-KOH   pH   6,5   50   mM,   Kcl   50   mM   y   Mgc12   5   mM   a   30   °C.   Se   emplearon

concentraciones   de   20,   45,   80,   160,   350,   600  y   1000   uM   de   GTP.   La   proteina

purificada  en  amortiguador  A  (pH  8)  correspondi6  a  1:25  veces  el  volumen  total  de

reacci6n,  por lo  que  se  supone  no  tuvo  influencia  sobre  el  pH  (6,5)  de  la  mezcla  de

reacci6n,   al  igual  que  en  el   resto  de  los  experimentos  de  actividad   GTpasica.  A

menores  concentraciones de sustrato se tomaron  muestras  en  un  intervalo de tiempo

menor,  como  se  muestra  en  la  tabla  3,  para  estar siempre  en  el  rango de tiempo  de

velocidad  inicial.  EI valor de KM se obtuvo al  ajustar la ecuaci6n  de  una hip6rbola a los

puntos  experimentales,   usando  el   programa  Sigmaplot   11   de  SYSTAT.  Todos  los

gfaficos y aj.ustes  presentes  en  esta tesis se  hicieron  en  Sigmaplot.  El  segundo  paso

de   la   verificaci6n   de   las   propiedades  de   la   proteina   purificada  fue   determinar  la

concentraci6n  critica  a  30  °C  (ver  dispersi6n  de  luz,  determinaci6n  de  concentraci6n

critica a 3o oc).

Tabla 3. Protocolo para el tiempo de muestreo y la concentraci6n de sustrato.

Tiempo                                                                    [GTP] (iiM)
(mlnutos)            20a              45               80              160            350            600           1000

Oxx XXXXX

0'5                     x                 x
1xxx XXXX

1.5                        x                   x

2xxxx
3xxxx

5xx
7x XXXX

aEn caso de 20 uM de GTP, la miiestra tomada a 3 minutesya miie§tra el efecto de la ausencia
de sustrato producto de su hidrolisis, par lo que no se consider6 en el analisis.
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Curvas de progreso. Las curvas de progreso se midieron a una temperatura de 30 °C

para determinar el tiempo  en  que la  proteina se  mantiene  en  condiciones  de  sustrato

saturante. Debido a que la protefna se almacena a -80 °C en amortiguador A pH 8 (ver

purificaci6n    de    Ftsz),    las    dis{intas    concentraciones    de    proteina    analizadas    se

prepararon  por  diluci6n  seriada  a  un  75  %  para  que  todas  las  mezclas  de  reacci6n

tuviesen la misma cantidad de amortiguador A pH 8.  En todas las mezclas de reacci6n

la proteina en amortiguador A se descongel6 en hielo y se diluy6 25 veces,  por lo que

se  supone  un  pH  6,5  final,  correspondiente  al  amortiguador  de  polimerizaci6n  MES-

KOH pH 6,5 50 mM,  Kcl 50 mM y Mgc12 5 mM.

Se usaron concentraciones de F{sZ entre 7,5 y 2,3  uM  preparadas por diluci6n

seriada  al  75%  mss  una  de  0,5  LIM  a  la  cual  se  le  complet6  el  volumen  comdn  de

amortiguador A  para  cumplir con  la  condici6n  de  1:25  en  relaci6n  al  volumen final.  La

concentraci6n  1  mM de GTP fue igual para todas las preparaciones.

Se  utiliz6  un  tiempo  de  pre-incubaci6n  de  4  minutes  en  el  cual  la  mezcla  de

reacci6n  alcanza  la  temperatura  del  bafio  termoregulado.  Se  agreg6  GTP  1   mM,  se

agit6 en  un Vortex a  baja  potencia y se tom6  30  uL de la mezcla de  reacci6n  (tiempo

cero) que se deposit6  en  770  HL  de acido  percl6rico.  Esta  nueva  soluci6n  se  mantuvo

en  hielo  hasta el  momento de depositar  160  uL de las  muestras en  la  placa de  ELISA.

De esta  misma forma se tomaron muestras a tiempo   0,  2, 4,  6,  8,10,15,  20,  30, 40,

50,  y 60  minutos.  Con  el  mismo, procedimiento se  hicieron  los controles  sin  GTP y sin

proteina.  El  experimento  se  realiz6  en  un  bafio  termoregulado  VW.R  y  la  temperatura

se sigui6 permanentemente con una termocupla de Bailey Instruments.
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Determinaci6n  de  la  actividacl  GTpasica  de  Ftsz  a  distintas  temperaturas.  La

actividad  GTpasica de  Ftsz se  midi6  en amortiguado\r de  polimerizaci6n  MES-KOH  50

mM  pH  6,5,  Kcl  50  mM y  Mgc12 5  mM a  las temperaturas  indicadas,  entre  10 y 35  °C,

en   condiciones  de  sustrato  saturante.  Los  experimentos  se  realizaron  en   un  bafio

termoregulado VWR y la temperatura se sigui6 permanentemente con una termocupla

de   Bailey   Instruments.   Para   temperaturas   menores   que   la   ambiente,   se   us6   un

refrigerador  de   inmersi6n   Julabo   FT401.   Las  temperaturas  del   rango  20   a   35   °C

presentaron  una  variaci6n  de  ±  0,1   °C  durante  los  experimentos,  mientras  que  los

experimentos realizados a  10 y 15 °C presentaron una variaci6n de ± 0,2 °C.

Las muestras de las mezclas de reacci6n se tomaron a los 0, 3,  6 y 9 minutes,

mientras qua el tiempo de pre-incubaci6n para que la mezcla de reacci6n alcanzara la

temperatura deseada fue de 4 minutos a todas las temperaturas. Cada experimento se

realiz6  3  veces  en  duplicado.  Si  bien  se  determin6  la  concentraci6n  de  Pi  de  las

muestras a los diferentes tiempos, el valor relevante para el analisis es el cambio en la

concentraci6n   de   Pi   en   el   tiempo   (velocidad   inicial)   por   lo   que   se   informan   las

desviaciones  estandar del  promedio  de  las  pendientes  de  las  curvas de  progreso.  La

pendiente  de  la  recta  de  velocidad  de  reacci6n   versus  concentraci6n  de  protefna

corresponde  a  la  constante  catalitica  (kcat)  de  Ftsz  a  cada  temperatura.  Usando  los

valores determinados de kca, se construy6 el grafico de Arrhenius y el grafico de Eyring,

asumiendo  un  valor  de  coeficiente  de  transmisi6n  (M,  ver  anexo)  igual  a  1   (Fersht,

1999).
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lnactivaci6n   de  la  actividad   GTpasica   por  la  temperatura.   Para  determinar  la

inactivaci6n  que  se  produce  por  temperatura  en  ausencia  de  GTP  durante  la  pre-

incubaci6n de las mediciones de actividad, se pre-incubaron las muestras de proteina a

diferentes temperaturas por un tiempo determinado, esto se hizo entre 10 y 45 °C.

Los experimentos se  hicieron  en  una mezcla de  reacci6n que contenfa;  Ftsz 5

I.M y amortiguador de  polimerizaci6n  MES-KOH  pH  6,5,  50  mM,  Kcl 50  mM y Mgc12 5

mM. Se prepar6 un stock de mezcla de reacci6n para cada temperatura estudiada;  10,

15, 20,  25,  30,  35, 40,  y 45°C.  Dicho stock se alicuot6  en  6 tubos,  de los  cuales 4 se

pre-incubaron a cada una de las temperaturas de estudio y los dos restantes a 30  °C.

Este  control  a  30  °C  se  hizo  cada  vez  en  forma  simultanea  a  la  pre-incubaci6n  a

distintas temperaturas.  Luego de la pre-incubaci6n se midi6 la actividad  GTpasica a 30

°C de ambos grupos de muestras.  En primera instancia se ensay6 una pre-incubaci6n

de  13 minutes, que es el tiempo que demoraron los ensayos de actividad GTpasica (4

minutos de pre-incubaci6n mss 9 de  hidrolisis de GTP) y luego de 30 minutes.

Cin6tica de la inactivaci6n  de  Ftsz por temperatura.  La cin6tica de  inactivaci6n  de

Ftsz se determin6 en amortiguador de polimerizaci6n  MES-KOH 50 mM pH 6,5,  Kcl 50

mM  y  Mgc12  5  mM  a   10,  20  y  30  °C.  Se  descongel6  Ftsz  en  hielo,  se  diluy6  en

amortiguador  de  polimerizaci6n  a  una  concentraci6n  final  5  uM    y  se  pre-incub6  sin

GTP a  las 3 temperaturas y se {omaron  muestras a los tiempos 0,  3,  6,  9,  12,  20,  30,

40 50 y 60 minutos.  Luego del periodo de pre-incubaci6n,  a cada una de las muestras

se  les  determin6  Ia  actividad  GTpasica  por  el  m6todo  verde  malaquita  a  30  °C.  EI

efecto  de  la  concentraci6n  de  proteina  en  la  inactivaci6n  se  estudi6  a  30  °C  usando

Ftsz  15  uM.   Se  analizaron  los  mismos  tiempos  y  se  compar6  con  la  inactivaci6n

detectada a 5  LIM.  Para hacer compatible los valores de los  pafametros de inactivaci6n
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en  todos  los  casos,  los  datos  experimentales  se  normalizaron  al  dividir  la  actividad  a

cada tiempo por la actividad a tiempo cero.

Dispersi6n de luz en goo por los polineros de Ftsz. La dispersion de luz se midi6 en

un  espectrofluorimetro  Perkin  Elmer.LS50  con  una  cubeta  de  cuarzo  QS  (Hellma)   de

10.00   mm  de  paso  6ptico.   Para  secarla  y  eliminar  las   partfculas  de  polvo   de  su

superficie  se  us6  nitr6geno  gaseoso.  La  temperatura  en  la  cubeta  se  mantuvo  por

medio  de  un  bafio  termoregulado  y  una  punta  refrigerada  de  inmersi6n.  Durante  los

experimentos se registro una variaci6n de temperatura de ± 0,1°C   para las mediciones

entre 20 y 30  °C y de ± 0,2  °C para  las realizadas a  10 y  15 °C. Antes y despu6s de

cada polimerizaci6n se midi6 la temperatura.  La cubeta con amortiguador (previamente

ambientada)  se  mantuvo  10  minutos  en  el  portacubetas  del  espectrofluorimetro  para

que  alcanzara  la  temperatura  deseada.  Luego  se  agreg6  Ftsz,  se  agit6  usando  una

micropipeta  P200 y se comenz6 a registrar la dispersi6n de luz a goo.  La linea base se

registr6 por alrededor de 300 segundos y se agreg6 GTP, se agit6 con una micropipeta

y  se   registr6   la   polimerizaci6n   y   despolimerizaci6n   de   Ftsz.   A  cada   uno   de   los

espectros de  polimerizaci6n  se  le  resto  el  promedio del valor de  dispersi6n  de  la  linea

base,   por  lo  que  todos  los  espectros  comienzan  con  valor  de  dispersi6n  cero.   La

concentraci6n  de  GTP   usada   en  todos  los   casos  fue   1   mM,   al   igual  que   en   los

experimentos para determinar Acaf y Cc por medio de la actividad GTpasica.

Al  igual que en el caso de la actividad  GTpasica,  la proporci6n  de amortiguador

a pH  8 de Ftsz respecto de la mezcla total es de 1 :25 por lo que se supone un pH 6,5

en  la  reacci6n.  Se  utiliz6  una  longitud  de onda de emisi6n  y excitaci6n  de 350  nm  con

un ancho de banda de emisi6n y excitaci6n de 7,0 nm. Se us6 un atenuador de 4°/o, un

tiempo de respuesta de 0,5 s y un intervalo de 1  s.
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Concentraci6n critica de Ftsz a 30 °C. A partir de 20 uM de Ftsz en amortiguador de

polimerizaci6n  MES-KOH  pH  6.,5,  50  mM,  Kcl  50  mM  y  Mgc12  5  mM  se  prepararon

concentraciones decrecientes por diluci6n seriada al 75°/o desde 20 a 2,67 uM. En cada

espectro de polimerizaci6n se calcul6  la diferencia de  lntensidad  de luz a 350  nm  (Al),

entre  la  linea  base  inicial  y  el  maximo  de  dispersi6n  del  espectro  de  polimerizaci6n,

diferencia que se grafic6 versus la concentraci6n de protefna.

Velocidad de despolimerizaci6n de Ftsz. Se estudi6 la cin6tica de despolimerizaci6n

de  Ftsz a los  10,15, 20, 25 y 30 °C a una concentraci6n de proteina constante de 20

uM,  en  amortiguador de polimerizaci6n  MES-KOH  50  mM  pH  6,5,  Kcl  50  mM y Mgc12

5  mM.  A esta  concentraci6n  es  factible  detectar una  pendiente  de  despolimerizaci6n

apreciable  a  todas  las  temperaturas  en  un  tiempo  aceptable.  Los  experimentos  se

•realizaron dos veces.

La   cinetica   de   despolimerizaci6n   se   ajust6   a   una   recta,   cuya   pendiente

corresponde a la disminuci6n de la polimerizaci6n en unidades arbitrarias de dispersion

de  luz  por  segundo,  es  decir,  una  constante  cin6tica  (kdesp/.  Debido  a  que  segun  la

temperatura cambja el tiempo en el cual los filamentos despolimerizan,  no se consider6

un  intervalo de tiempo al cual ajustar la recta,  si no que se ajusto a la  mayor cantidad

de   puntos   posible  durante   el   desensamble  de  los   polimeros.   kdesp  se   utiliz6   para

construir los gfaficos de Arrhenius y Eyring.
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Determinaci6n  de  la  concentraci6n  critica  de  Ftsz  a  distintas  temperaturas.  La

determinaci6n de la  Cc de la polimerizaci6n de Ftsz a diferentes temperaturas tambien

se  hizo  en  amortiguador  de  polimerizaci6n  MES-KOH  50  mM  pH  6,5,  Kcl  50  mM  y

Mgc12  5  mM.  Se  determin6  la  Cc  cada  5  °C  en  el  rango  de  10  a  30  °C.  En  primera

instancia  se  prepararon  diluciones  seriadas de  Ftsz al  75°/a  desde  20  hasta 2,67  uM,

pero debido a que a  baja temperatura y concentraciones altas de  proteina  se detect6

que  el A de  intensidad  de  dispersion  de  luz no  era  proporcional  a  la  concentraci6n  de

Ftsz,   se   analiz6   otro   conjun{o   de   concentraciones,   preparadas   como   diluciones

seriadas  al  75%  desde  una  soluci6n  10  i]M  hasta  1  LiM  de  Ftsz.  La  regi6n  comun  de

datos fue superponible y se  construyeron  las curvas de conce.ntraci6n  critica desde  1

hasta 20  uM  de  Ftsz,  mostradas en  la  secci6n  de  resultados.  Se mantuvo  en  1:25  la

cantidad  de  proteina  mss  amortiguador A en  relaci6n  a la  soluci6n  total,  por lo  que  se

supone un pH 6,5. La polimerizaci6n se induj.o al agregar 1  mM de GTP una vez que se

alcanz6  la  linea  base  inicial.   La   Cc  a  cada  temperatura  se  determin6  ajustando  la

region lineal de los datos a una recta, cuyo valor se obtuvo de la extrapolaci6n al eje de

la  abscisa.  Esta  regi6n  lineal  corresponde  a  los  datos  obtenidos  a  concentraciones

bajas, menores a 5 uM. Cada recta de Cc se ajust6 con al memos 4 puntos.

Visualizaci6n  de  los  filamentos  de  Ftsz  mediante  microscopia  electr6nica  de

transmisi6n.  La polimerizaci6n  de  los filamentos de  Ftsz se  indujo con  GTP  1  mM  en

amortiguador de  polimerizaci6n  MES-KOH  50  mM  pH  6,5,  Kcl  50  mM  y  Mgc12 5  mM.

Se us6 una concentraci6n de  10  uM de  Ftsz,  que corresponde aproximadamente a  la

cantidad maxima de 15.000 mon6meros de Ftsz en el volumen de una bacteria E.  co//.

BL21(DE3) (Lu y cols.,1998).  Para tomar las muestras para microscopfa electr6nica se

realiz6  un ensayo de dispersi6n de  luz como se describi6 en la secci6n anterior y una
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vez   inducido   el   proceso   de   polimerizaci6n,   registrado   como   un   aumento   en   la

dispersi6n,   se tom6 una muestra de  10 uL y se pos6 sobre parafilm  depositado sobre

un  cubo  metalico  mantenido  a  la  temperatura  deseada.  Se  puso  una  grilla  de  cobre

cubierta  con  parlodion  sobre  los  10  uL  de  muestra  durante  2  minutos.  Se  elimin6  el

exceso  de  mezcla  de  reacci6n  con  papel  filtro  y se  elimin6  el  exceso  de  sales  en  la

grilla  con  3  lavados sucesivos  con  agua.  Posteriormente  se dej6  la  grilla  2  minutos  en

tinci6n negativa, acetato de uranilo 2%.

Para  la  tinci6n  negativa  a  las  temperaturas  de  10,15  y  20  °C  se  mantuvo  el

cubo  metalico  en  un  recipiente  aislante  y  la  temperatura  en  la  superficie  del  parafilm

que envolvia el cubo fue constante,  de 9,9,  14,9 y 20,1  °C,  respectivamente.  Para las

temperaturas  de  25 y 30  °C  se  us6  un  termoblock que  mantuvo  la temperatura  en  la

superficie  del  parafilm   a     25.1   y  30,2  °C  en   promedio,   respectivamente,   con   una

variaci6n de o,3 °C.

Se  us6  un  microscopio  electr6nico  de  transmisi6n  Philips  Tecnai  12  Bio  Twin

(Servicio de Microscopia  Electr6nica,  PUC) con un potencial de aceleraci6n de 80 kv.

Con    el    programa    Image    J    (descarga    gratuita    desde    la    pagina    web

http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html)  se  determin6  el  ancho  en  nan6metros  de  los

filamentos de las fotograffas escaneadas.
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RESULTADOS.

Pafametros cin6ticos de  la actividad  GTpasa de  Ftsz.  La constante de Michaelis y

Menten   (KM)  es   un   parametro   cuyo  valor  es  igual  a   la  concentraci6n  de  sustrato

necesaria  para  alcanzar  la  mitad  de  la  velocidad  maxima  y  es  ind6pendiente  de  la

concentraci6n de proteina, que en este caso fue de 3 uM (0,12 mg/ml).  En la figura lA

se  muestran  las  curvas  de  progreso  de  la  actividad  GTpasa  de  Ftsz  a  distintas

concentraciones de sustrato.  La  pendiente,  que corresponde a la velocidad  inicial de la

reacci6n,  se  grafic6  versus  la  concentraci6n  de  GTP  (figura  18).  Se  aprecia  que  al

aumentar  la  concentraci6n  de  sustrato  por  sobre  300  mM  hay  una  tendencia  a  la

saturaci6n,  alcanzando  un  valor llmite  de velocidad  inicial  que  se  denomina  velocidad

maxima.  Los  datos  experimentales  se  ajustaron  a  una  hip6rbola  rectangular  desde

donde se obtuvo un valor para la KM de 34 ± 2,7 uM  y una velocidad maxima de 39.08

± 4.104 nmo| de Pi min-1mg-1.

Concentraci6n  critica a 30  °C.  La polimerizaci6n  de Ftsz es  muy rapida al  momento

de  agregar  GTP,  como  se  puede  apreciar  en  la  figura  lc.  Al  jncubar  la  soluci6n  de

Ftsz en  ausencia de  GTP se observa que se  mantiene constante  la  linea  base  hasta

cuando se agrega  GTP  1  mM,  que  induce  un  brusco aumento en  la dispersi6n  de luz

hasta  alcanzar un  maximo.  Luego  la  dispersi6n  disminuye gradualmente  debido  a  que

los polimeros se desensamblan por la hidrolisis de GTP.  Es notorio que la diferencia de

dispersi6n de  luz entre el maximo y el promedio de la  lfnea  base  (A intensidad de luz),

se  correlaciona  con  la  concentraci6n  de  Ftsz,  es  decir  a  mayor  concentraci6n  de

proteina  hay  mayor  proteina  polimerizada  con  la  misma  cantidad  de  GTP.  La  misma

dependencia   muestra   la  velocidad   de   despolimerizaci6n,   puesto  que   al   tener  una
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concentraci6n  constante de  GTP,  a  mayor concentraci6n  de  proteina  el  nucle6tido se

hidroliza  mss  rapido  y  los  filamentos  se  desensamblan  al  hidrolizarse  el  GTP.  De  la

misma forma el estado polimerizado es mss perdurable a menores concentraciones de

proteina, debido a que GTP permanece por mas tiempo en la soluci6n.

Para  determinar el valor de  la  concentraci6n  crftica  (Cc),  intuitivamente  definido

como  la  mfnima concentraci6n  sobre  la cual  Ftsz polimeriza,  y considerando  que el A

intensidad  de luz a  350  nm  es  proporcional  a  la  masa  de  polimero,  se grafic6  su valor

versus  la  concentraci6n  de  proteina  y  a  partir  de  la  intersecci6n  de  la  recta  con  la

abscisa se obtuvo un valor de 0,99 ±  0,3  uM-1  de  Cc como se  muestra en  la figura  1 D.

Termodinamicamente,  Cc   corresponde al valor inverso de la constante de uni6n de un

mon6mero al polimero durante el proceso de elongaci6n (Oosawa y Asakura,  1975).

Efecto  de  la  concentraci6n  de  Ftsz sobre  la velocidad  maxima  de  hidr6Iisis  de

GTP.  En  la  figura  2A  se  muestran  las  curvas  de  progreso  de  la  actividad  GTpasa,

medidas  a  630  nm,  y  se  observa    que  el  producto  (Pi)  aumenta  de  manera  lineal

durante  los  primeros  15  minutos  de  reacci6n,  en  todo  el  rango  de  concentraci6n  de

Ftsz  usado.  Durante  este  tiempo  la  velocidad  inicial  de  la  reacci6n  (Vo)  es  igual  a  la

velocidad  maxima ovmax),  puesto que el sustrato esta en  exceso respecto a la K„ y se

cumple el  postulado del  estado estacionario de Michaelis y Menten.  Por lo tanto, todas

las  medidas de Vo  posteriores se determinaron  midiendo la cantidad de Pi  producido a

partir de  la  hidr6lisis  de  GTP  a  los  0,  3,  6  y 9  minutos.  Tambien  se  decidi6  utilizar  1,7

LiM de Ftsz como la menor concentraci6n para mantener la absorbancia por sobre el
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Figure  1.  Determihac]6n  de la constante  de  Mlchaelis y lvlenten   de  la  actividad

GTpasica  y  la  concentraci6n  cn'tica  de  Fiolimerlzaci6n  de  Ftsz  a  30  °C.   Los

ensayos experimentales se hicieron en amortiguador MES-KOH 50 mM pH 6,5,  Kcl 50

mM   y   Mgc12   5   mM.   A.   Curvas   de   progreso   de   la   hidr6lisis   de   GTP   a   distintas

concentraciones   de   sustrato   con   3   i]M   de   Ftsz.   La   pendiente   corresponde   a   la

velocidad   de   la   reaccidn.   8.   Influencia  de  la   concentraci6n   de  sustrato  sobre   la

velocidad   inicial   de   hjdr6lisis   de   GTP   de   Ftsz.   El   valor  de   la   velocidad   maxima

corresponde  a   39.08   nmol   de   Pi   min-'mg-1   y  la   KM   a   34   LiM.   C.   Polimerizaci6n   y

despolimerizaci6n  de  Ftsz  determinada  par  dispersi6n  de  luz  a  350  nm.  La  flecha

indica   la   adici6n   de   GTP   D.   Gfafico   de   A   intensidad   de   luz  a   350   nm   para   la

polimerizaci6n maxima versus la concentraci6n de Ftsz,  la intersecci6n de la recta con

el eje de la abscisa corresponde a la concentraci6n crftica (Cc), cuyo valor es de 0,99 ±

0,3 uM.
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limite de detecci6n del equipo a las temperaturas menores, en las que se esperaba una

menor velocidad de la reacci6n.

En   las   figuras   28   a   2F   se   muestran   las   curvas   de   progreso   para   cada

concentraci6n  de  Ftsz ensayada  a  diferentes temperaturas.  Se  observa  un  descenso

de la actividad GTpasica al djsminuir la temperatura. Todas las curvas de progreso son

lineales y el aumento de temperatura de desde  10 a 30 °C produce un aumento del Pi

desde  7,5  a  225  uM  a  la  mayor  concentraci6n  de  proteina  a  9  minutos.  A 35  °C  se

obtuvo  valores  de  actividad  muy  por  debajo  a  lo  esperado  y  a  40°C  se  registraron

absorbancias  cercanas  al  limite  de  detecci6n  (no  mostrado),  indicando  procesos  de

inactivaci6n depe`ndiente de temperatura,  por lo tanto se  consider6 el rango de  10 a 30

°C  en  este  estudio  del  estado  de  transici6n.  Por  otro  lado,  no  se  apreci6  actividad

GTpasica  en  ausencia  de  proteina  o  GTP,   como  era  de  esperar.   Las  curvas  de

progreso hasta 9 minutos se realizaron 3 veces en duplicado. Se calcul6 Vo para cada

temperatura y concentraci6n de proteina.
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Figura 2. Determinaci6n de velocidades iniciales (Vo) de la actividad GTpasica de

Ftsz a distintas temperaturas. El amortiguador experimental es el mismo utilizado en

la figura 1. A. Curvas de progreso a 30 °C y diferentes concentraciones de proteina.  8-

F.  Curvas de  progreso de los 9 minutos  iniciales en condiciones de sustrato saturante

(1  mM), a 30, 25, 20,15 y 10 °C, respectivamente.
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En  la  figura  3  se  observa  un  aumento  lineal  de  la  actividad  GTpasica  con  la

concentraci6n  de  proteina  y  una  menor  actividad   GTpasica  a  menor  temperatura.

Debido  a  que  las  determinaciones  de velocidad  inicial  se  hicieron  a  sustrato saturante

(1  mM de GTP) Ia  pendiente de  las  rectas mostradas  en  la figura 3,  corresponden  a  la

constante  catalitica  o  numero  de  recambio   (Ac8t,   [min-`]),   equivalente  al   ndmero  de

moles de producto que genera un  mol de enzima  por minute.  El valor de la constante

catalitica  Aca! para  cada  temperatura  se  muestra  en  la  tabla 4  al  igual  que  el  ajuste  de

los   datos.   Por   otro   lado   el   valor  de   la   intersecci6n   de   la   recta   con   la   abscisa

corresponde  a  la   Cc  de   Ftsz  para  la  actividad  GTpasica.   Los  valores  tambi6n  se

muestran en la tabla 4. Se observa que a medida que aumenta la temperatura aumenta

la  Cc, desde 0,37 LiM a  10 °C hasta  1,05 LIM a 3o °C.

2468

[Ftsz] tim)

Figura   3.   Concentraci6n   critica  y  kca!  de   la   actividad   GTpasica  de   Ftsz.   La

intersecci6n  de  la  linea  de  regresi6n  con  la  abscisa  indica  la  Cc (tjM),  mientras  que  la

pendiente  corresponde  a  kca,  (min-1).  La  concentraci6n  de  sustrato  corresponde  a  1

mM.    Las   barras   de   error   indican   la   desviaci6n   estandar   del   promedio   de   las

velocidades iniciales determinadas a cada concen{raci6n.
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Tabla 4. Concentraci6n critica y constante catalitica determinada a partir de la

actividad GTpasica en funci6n de la temperatura.

Temperatu ra            Concentraci6n           Constante catalitica,
(oC)                              crit!ca [ii M]                                  [m I n-`]

Ecuaci6n / R

10                             0,37 ± 0,02                       0,4264 ± 0,019 = 0.4264x -0.1575 / 0,992

0,70 ± 0,07                       0,8640 ± 0,043 = 0,8640 x -0.603/ 0,988

20                             0.83 ± 0,03                        1,3095 ± 0,042 =  1.3095x -  1.085 / 0,996

0,91  ± 0,10                        2,0554 ± 0.099 = 2.0554x -1,8698 / 0,990

30                              1,05 ± 0,35                        3,8616 ± 0,248 y = 3,8616x -4,0706 / 0,983

Conociendo  los  valores  de  Aca! de  la  actividad  GTpasica,  se  calcul6  la  energia

de  activacion  del  estado  de  transici6n,  mediante  en  grafico  de  Arrhenius.  Como  se

observa  en  la  figura  4,  hay  un  s6Io  valor  de  energia  de  activaci6n  de  la  actividad

GTpasica,  pues  sigue  una  tendencia  lineal  en  el  rango  de  temperaturas  estudiado  y

por lo tanto tiene una sola pendiente representativa.

2,0

1,5

1,a

=5    a,5
jo,o
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-1,0

-1.5

a,00325         a,00330         0,00335         0,00340        \0.00346         0t00350         0,00355

1IT(1/ff)

Figura 4.  Gfafico de Arrhenius  de la actividad  GTpasica  de  Ftsz.  Se observa  un

comportamiento lineal entre los   10 y 30 °C.
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A  partir  del   ajuste   lineal   de   los   datos   se   obtuvo   un   valor  de   energfa   de

activaci6n igual a 75,28 ± 3,9 kJ/mol y un factor preexponencial de 3,46.1013 (ecuaci6n

5,   anexo).   Con   los   valores   de   Aca!  de   la   actividad   GTpasica   de   Ftsz  a   distintas

{emperaturas  tambi6n  se  puede  calcular  la  entalpia  de  activaci6n,  mediante  el  gfafico

de   Eyring,   donde  se  grafica  el  logaritmo  natural  de  kca/T  versus  el  inverso  de  la

temperatura absoluta  (figura 5).  Los  pafametros de  la regresi6n  lineal que se ajustaron

a  los datos y la ecuaci6n de  Eyring  (ecuaci6n  11,  anexo) nos  permiti6 calcular un  valor

de  AH±  de  72,82  kJ/mol.   Es  habitual  en  algunos  trabajos  con  enzimas  calcular  la

entropia  de  activaci6n  AS±,   sin   embargo  como  es  un  valor  que  se  obtiene  de  la

extrapolaci6n  del   ajuste  a   la  ordenada  el   error  en   la   estimaci6n   es  muy  grande.

Debemos  mencionar tambi6n  que  este  valor  de  AH±  no  es  absoluto,  puesto  que  se

consider6  un  valor  para  M  igual  a  1   (ecuaci6n  11,  anexo).  Por  estas  razones  no  se

puede  calcular  un  valor  de  energia  libre  de  activaci6n  de  Gibbs.  Esta  situaci6n  se

tratara en la discusi6n.

0,00330             0,00335             0,00340             0.00345             a.00350             a,00355

1IT (1/1{)

Figura  5.  Gfafjco  de  Eyring  de  ]a  actividad  GTpasica  de  Ftsz.  E[  ajuste  se  hizo

entre 10 y 30 °C y de la pendiente se determin6 un valor de AH± igual a 72,82 kJ/mol.
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Estabilidad de Ftsz en las condiciones experimentales de trabajo.

Control   de   la   inactivaci6n   t6rmica.   La   djsminuci6n   y  supresi6n   de   la   actividad

GTpasica  observada  a  35  y 40  °C,  respectivamente,  indican  eventuales  procesos de

inactivaci6n de la proteina, que se pueden deber a la p6rdida de estabilidad de Ftsz en

el  amortiguador  de  polimerizaci6n.  Se  hizo  un  experimento  donde  se  pre-incub6  la

proteina   a   una   temperatura   de   prueba   (Ti)   y   luego   se   midi6   Ia   actividad   a   la

temperatura   optima.   Si   la   activjdad   disminuye,   es   debido   a   una   inactivaci6n   por

temperatura durante la pre-incubaci6n.

Se  descongel6  Ftsz  en  hielo  y  se  pre-incub6  sin  GTP  en  amortiguador  de

polimerizaci6n a diferentes Ti (10,15,  20, 25,  35, 40 y 45 °C) durante  13 y 30 minutos y

se  midi6  Ia hidrolisis de  GTP. Se compar6 la actividad  residual de las diferentes Ti con

30  °C,  temperatura  a  la  cual  se  observ6  previamente  la  mayor  Kca„  EI  resultado  se

presenta  en  la figura  6,  donde  se  observa  que  por sobre  30  °C  hay  una  inactivaci6n

importante  de  Ftsz,  registfandose  una  actividad  muy  por  debajo  del  control  a  3o  °C

(linea  punteada  horizontal y linea discontinua  para  13  y 30  minutos,  respectivamente).

En  el  rango de  10  a 20  °C  no  hay diferencias  significativas  en  la  activjdad  luego  de  la

pre-incubaci6n. A 13 o 30  minutos,  la conducta de la estabilidad de  Ftsz es similar,  sin

embargo,  a 30 °C se observa un aumento importante y significativo de la inactivacidn al

aumentar  el  tiempo  de  pre-incubaci6n.  Si  bien  a  35  y  40  °C  las  barras  de  error  se

superponen,   hay   una   clara   tendencia   a   la   disminuci6n   de   la   actividad   luego   de

aumentar el tiempo de pre-incubaci6n a estas temperaturas.

Por lo tanto,  ocurre  una  inactivaci6n de  Ftsz por el aumento de la temperatura

por sobre  30  °C  en  ausencia  de  GTP,  que  es  dependiente  del  tiempo  de  incubaci6n

(salvo a 45 °C donde la actividad para ambos tiempos es cercana a cero).
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Figura  6.  Inactivaci6n  de  la  actividad  GTpasica  de  Ftsz  por  la temperatura.  En

circulos  llenos  se  muestra  la  actividad  GTpasica  luego  de  una  pre-incubaci6n  por  13.

min,  en  ausencia de  GTP,  a  las temperaturas  indicadas.  En  circulos vacios  el  mismo

experimento  con  una  pre-incubaci6n  de  30  min.  Para  una facil  comparaci6n,  en  linea

punteada se muestra el valor promedio de los controles pre-incubados a 30  °C durante

13  minutos  y  en  linea  segmentada  el  promedio  de  los  controles  pre-incubados  30

minutos'

Cin6tica  de  la  inactivaci6n  de  Ftsz.  Para  conocer  la  dependencia  temporal  de  los

procesos  de  inactivaci6n  por la temperatura,  que  ocurren  dentro  del  rango  de  analisis

del   estado   de   transici6n   de   la   actividad   GTpasica,   se   hicieron   las   cin6ticas   de

inactivaci6n  a  10,  20  y  30  °C.  Basicamente  consisti6  en  descongelar  la  proteina  en

hielo  y  pre-incubarla  a  dichas  temperaturas  en  amortiguador  de  polimerizaci6n,  en

ausencia  de  GTP  y  tomar  alicuotas  a  diferentes  tiempos   para   medir  su  actividad

GTpasica a 30 °C.  Los resultados se mues{ran en la figura 7,  donde se observa que a

medida   que   aumenta   el   tiempo   de   pre-incubaci6n   a   todas   las   temperaturas,   la

velocidad   inicial   de   la   actividad   GTpasica   residual   disminuye   y  tiende   a   un   valor
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minimo  en  el  cual  se  estabiliza.  Se  observa,  en  concordancia  con  la figura  6,  que  el

proceso de inactivaci6n  termina  antes de  los  10  minutos a  10 y 20  °C,  mientras  que  a

30 °C este proceso continua al menos hasta 60 minutos.

10tc
a    20`C

30.C                        IIIT

|lliilZ------,-IlIIEiliil'     '     -I--i=                     I+--|----I----+----g-----

0                                        20                                       40                                       cO

Tlompo (mln)

Figura  7.  Cin6tica  de  inactivaci6n  por temperatura  de  la  actividad  GTpasica  de

Ftsz. Se descongel6 Ftsz en hielo, se pre-incub6 sin GTP a  10, 20 y 30 °C y luego se

determinaron   las   velocidades   iniciales   (Vo)   a   30   °C   a   distintos   tiempos   de   pre-

incubaci6n.  Se us6 una concentraci6n 5 uM de Ftsz y 1  mM de GTP.

Para analizar el efecto de la temperatura sobre la inactivaci6n de Ftsz medida a

trav6s  de  la  velocidad  de  hidr6lisis  de  GTP  y  obtener  parametros  comparables  de

inactivaci6n,  se  normalizaron  los  datos.  Como  se  observa  en  la  figura  8,  los  dates

experimentales  no se  ajustan  a  una  exponencial  decreciente simple,  sino  mas  bien  a

una    exponencial    decreciente    de    3    parametros    (y=yo+a.e-b#),    log    valores

calculados  se  presentan  en  la tabla  5.  Puesto que se  normaljzaron  los  datos,  el valor

constante  yo  que  llamaremos  actividad  limite   (Vi,rm,   adimensional),   corresponde  a  la

proporci6n de la velocidad a  la cual tiende la  proteina  (debido a la  inactivaci6n a cierta

temperatura)   respecto  a   la   velocidad   a   tiempo   cero.   El   valor  b,   que   llamaremos
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constante  cin6tica de  inactivaci6n  (A,.n,  min-1)  corresponde  a  la velocidad  con  la  cual  la

proteina  se  inactiva.  El  porcentaje  de  actividad  limite  es  de  82,5%,  75,7°/a  y 40,7%  a

10, 20 y 30 °C, respectivamente.

>R2 = o.964||H
ng`it`i     ,   ;      `    a         'o`    R2=O:;9

`--`
:`.`.                  `.=``..:.`,10'C

0     20`C
30'C

a                    10                   20                   30                   40                   50                   60

Tiompo (mln)

Figura  8.  Cin6tica  normalizada  de  inactivaci6n  de  la actividad  GTpasica  de  Ftsz

en  ausencia  de  GTP.   Los  datos  se  normalizaron  y  se  ajustaron  a  una  ecuaci6n

exponencial de decaimiento de la actividad con dos componentes.

Tabla   5.   Parametros   del   ajuste   de   la   cin6tica   de   inactivaci6n   de   Ftsz   por   la

temperatura.

Tern peratu ra               Viim                                 a k'nR
(OC)                                                                                                                                    (min-1)

10                 0,825 ± 0,009           0,176 ± 0,024                 0,514 ± 0,218 0,964

20                 0,757 ± 0,010          0,250 ± 0,024                0,280 ± 0,072 0,949

30                0,407 ± 0,025           0,562 ± 0,025                0,050 ± 0,006
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Finalmen{e  se  analiz6 el  efecto  de  la  concentraci6n  de  proteina  en  el  proceso

inactivaci6n   de   Ftsz.   Para   ello   se   hizo   el   experimento   de   inactivaci6n   a   una

concentraci6n de  15 uM de Ftsz a 30 °C y se compar6 con los valores obtenidos para

5   ijM.   Como   era   de   esperar,   la   Vo   a   tiempo   cero   de   Ftsz   15   iJM,   es   mayor  y

corresponde aproximadamente a 3 veces la velocidad con Ftsz 5 uM. Ambas series de

dates tienden a un yo especffico para cada temperatura (figura 9). Se normalizaron los

datos  y  se  ajustaron  a  una  exponencial  de  3  parametros  como  ya  se  describi6.  El

gfafico  normalizado  se  muestra  en  la  figura  10  y  los  pafametros  en  la  tabla  6.  Se

observa que el comportamiento general de inactivaci6n es similar,  pues ambas tienden

a   un   valor   Vt7m   distinto   de   cero.   A   15   iJM   de   Ftsz   se   alcanza   una   velocidad

relativamente constante despu6s de 20 minutos aproximadamente y a 5 uM disminuye

hasta los 60 minutos.

•     1S»MFtsz
0    5uMFtsz

OOoo

0                  10                 20                 30                 40                 50                 60                 70

Tlempo (min)

Figura 9. Dependencia de la inactivaci6n de la actividad GTpasica de Ftsz con la

concentraci6n de proteina. Las condiciones experimentales son las que se describen

en materiales y metodos para medir la velocidad de hidr6lisis de GTP.
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Figura  10.  Ajuste  de  los  datos  normalizados  de  la  inactivaci6n  de  Ftsz  a  dos

concentraciones  de  proteina.  Se  observa  que  la  mayor  concentraci6n  de  proteina

produce un efecto protector frente a la inactivaci6n a 30 °C.

El  porcentaje  de  Vt,.in  de  la  mayor  concentraci6n  de  proteina  alcanz6    68,5%

mientras  que  la  menor  concentraci6n  alcanz6  un  40,70/a.   La  constante  cin6tica  de

inactivaci6n  (A,.„),  que  define  el  tiempo  en  que  la  proteina  alcanza  el  porcentaje  de

actMdad   limite  tuvo   un   valor  de  0,174  min-1   y  0,05   min-1    a   15   y  5   ilM   de   Ftsz,

respectivamente.

Tabla  6.  Pafametros  del  aj.uste  de  la  inactivaci6n  de  Ftsz  a  dos  concentracjones  de

proteina.

k'n
(1/min)

5                     0,407 ± 0,025 0,562 ± 0.025 0,050 ± 0,006

15                      0,685 ±0,011 0,312 ± 0,023              0,174 ± 0,029                     0,994
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Efecto   de   la   temperatura   sobre   la   velocidad   de   despolimerizaci6n   de   los

polimeros  de  Ftsz.  La  velocidad  de  despolimerizaci6n  de  los  polimeros  de  Ftsz se

sigui6 por medio de experimentos de dispersi6n de luz. La reacci6n se llev6 a cabo en

amortiguador   de   polimerizaci6n   a   una   concentraci6n   de   20   uM   de   Ftsz   y   la

polimerizaci6n  se  indujo  al  agregar  1  mM  de  GTP.  Como  se  observa  en  la  figura  11,

antes de  agregar GTP  la  lfnea  base se mantiene constante  indicando  que  la  proteina

no  se  agrega  en  ausencia  de  GTP.  Al  agregar  GTP  hay  un  aumento  abrupto  en  la

dispersi6n  de  luz evidenciando  la  polimerizaci6n  de  Ftsz,  seguido  de  una  disminuci6n

de la dispersi6n de luz correspondiente a la despolimerizaci6n.

Tal como se observ6 en los experimentos preliminares de dispersion de luz a 30

°C,   la  polimerizaci6n  fue  reversible,   pues  en  todos  los  casos,   una  vez  ocurrida  la

despolimerizaci6n,  se alcanz6 la  lfnea  base.  En  la figura  11  tambien  se observa que el

maximo  de  polimerizaci6n  se  correlaciona  con  la  temperatura,  excepto  a  25  y 30  °C

que muestran valores similares.

A  partir  de  la  parte  recta  de  las  curvas  de  despolimerizaci6n  se  calcul6  la

pendiente  (materiales  y  m6todos,  pag.  31)  que  equivale  a  la  constante  cin6tica  de  la

despolimerizaci6n  (kdesp,  min-1) y los valores determinados se muestran en la tabla 7.
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Figura   11.   Curvas   de   polimerizacl6n-despollmerizaci6n   de   Ftsz   a   dlstintas

temperaturas.  Se observa una polimerizaci6n reversible, cuyo maximo es dependiente

de la temperatura, as/ como el tiempo en el cual la despolimerizaci6n termina.

Tabla 7. Constante cin6tica de despolimerizaci6n de los polrmeros de ECFtsz.

Tem7oe;Ttura             #:-?,

10                      o,564 ± 0,051

15                       1,026 ± 0,068

2,331  ± 0,063

4,941  ± 0,224
30                     9,450 ± 0,288

Con  los valores de  la  con§tante cin6tica de  despolimerizaci6n  mostrados  en  la

tabla  7,  se  construy6  el  gfafico  de Arrhenius  que se  muestra  en  la figura  12.  AI  igual

que  el  grafico  de  Arrhenius  de  la  actividad  GTpasica  se  observa  un  comportamiento
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lineal caracterizado por una sola energra de activaci6n  cuyo valor se estjm6 en  103 ±

3,14 kJ/mol.  mientras que el factor pre-exponencial alcanz6 un valor de 5,14.1018.

0,00330            0`00335            0,00340            0,00345'           0,00350            0,00355

lil (1no

Figura 12. Gfafico de Arrhenius de la despo.imerizaci6n de Ftsz. Los experimentos

se realizaron 2 veces y se observa un comportamiento lineal, caracterizado por un solo

valor de energia de activaci6n.

Tambi6n se construy6 el grafico de Eyring con los valores de las velocidades de

despolimerizaci6n.  Los datos y el ajuste se muestran en la figura  13 donde se observa

un  comportamiento lineal.   A partir de la pendiente se calcul6   el valor de la entalpia de

activaci6n  para  la  despolimerizaci6n  de  los  polimeros  de  Ftsz cuyo valor fue  de  100,4

kJ/mol.  Como ya se explic6 para la actividad GTpasica,  no es posible a partir de estos

datos calcular la entropia de activaci6n.
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Figura  13.  Grafico  de  Eyring  de  la  despolimerizaci6n  de  Ftsz.   Se  observa  el

comportamiento monofasico caracterizado por una sola E8.

Efecto  de  la  temperatura  sobre  la  morfologia  de  los  filamentos  de  Ftsz.  La

morfologia de los  polimeros de  Ftsz a  10,15,  20,  25 y 30 °C se visualiz6 por medio de

microscopia  electr6nica.  Como  se  observa  en  la  figura  14,  a  todas  las  temperaturas

ensayadas  se  formaron  filamentos  y  a  menor temperatura  aparecen  filamentos  muy

largos  y  anchos,   incluso,   a   10  °C  se  pueden  observar  tdbulos.  A  medida  que  se

aumenta  la  temperatura  se  aprecia  un  aumento  en  la  cantidad  de  polimeros  pero  su

tamafio es menor y son en su mayoria filamentos mas delgados.

La   figura   15   muestra   la   distribuci6n   del   ancho   de   los   filamentos   de   Ftsz

polimerizados  entre  10  y' 30  °C.  Se  observa  que  a  10  °C  hay  muy  pocos  filamentos

simples y en su mayorl`a se distribuyen casi homogeneamente en filamentos que miden

de  3,5  a  24,5  nm,   equivalente  a  polimeros  de  2  a  6   protofilamentos.  Ademas  se

observaron  filamentos  de  31,5,  35  y  38,5  nm,  que  estarian  formados  por  9,10  y  11

protofilamentos,  respectivamente.   A 30  °C  la gran  mayoria de  los filamentos  de  Ftsz

estan formados por protofilamentos simples, dobles y triples.
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Figure  14.  VI§ualizaci6n  de filamentos  de  Ftsz  por microscopia  electr6nica.  La

polimerizacidn se hizo en las mismas condiciones que se muestran en la figura 1  con  1

mM de GTP a  10,15,  20,  25 y 30  °C que se muestran respectivamente en  las figuras

A-E.  Una vez alcanzada la polimerizacj6n maxima los pollmeros se fijaron en grillas de

parlodion y se visualizaron por microscopfa electr6nica.  Barra de escala indica  100 nm,

todas las imagenes esfan con el mismo aumento.

49



a.a     8.I      7.a    10.5   14®   17.8   2t.a   2.J!   28.a   S1.8   35.a   so.6   .2.a

Ancho de filam®nto8 (I.in)

0.a     16     7.a    io.I   i4®   17.5   21.a   2x.5   28.0   91.e   95.a   O8.6   42.a

Aricho de fllamento8 (rim)

oj]     35     7.a    |oi}   t..a   t7f   2t.a   2us   2&o   at.5   se.a   so.6  42.a                a.a     3.a     7J)    low   ll.o   17.5   2t.a  a¢5   28.a   31.6   35.a   38.g   .2.a

Ancho do filanentos (rlm)

a.a     3.6     7.a    io.6   14.a   17.6   21.a   2as   ae.a   31.6   se.a   sO.t!   .zO

Aricho do fifamentos (nm)

Ancho do filamentos (nm)

Figura 15. Distribuci6n del ancho de los polimeros de Ftsz. Los valores del ancho

de los filamentos se obtuvieron de las fotografias de microscopfa electr6nica mostradas

en la figura 14,  con el mismo orden de {emperaturas.
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Concentraci6n critica de la polimerizaci6n de Ftsz.  La concentraci6n critica (Cc) se

determin6 polimerizando Ftsz a diferentes concentraciones de proteina (1  a 20 LIM) y a

diferentes  temperaturas  en  el  rango  entre  10  a  30  °C  con  intervalos  de  5  °C.  Los

resultados  se  muestran  en  la  figura  16,  donde  se  observa  que  a  10,15  y  20  °C  Ia

dependencia del A intensidad de luz respecto a la concentraci6n de protefna  pierde su

linealidad, aumentando la curvatura a medida que se baja la temperatura. Solo a 30 °C

se observa  una  conducta lineal.  Para calcular la  Cc se  hizo  un ajuste lineal a  los datos

experimentales obtenidos a baja concentraci6n de proteina, es decir, donde los puntos

experimentales  muestran  linealidad  entre  la  dispersi6n  de  luz  y  la  concentraci6n  de

proteina.  El  valor  de  la  Cc   corresponde  a  la  concentraci6n  de  proteina  obtenida  del

punto de intersecci6n de la recta con la abscisa.
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Figura  16. Curvas de concentraci6n critica de Ftsz determinadas par dispersi6n

de   luz   en   goo.   Se   observa   la   perdida   de   linealidad   de   las   curvas   a   menores

temperaturas y mayores concentraciones de proteina.
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Los  valores  calculados  se  muestran  en  la tabla  8  y se  observa  que  a  medida

que   aumenta   la   temperatura   aumenta   la   Cc,   desfavoreciendo   la   constante   de

elongaci6n   de   la   polimerizaci6n   de   Ftsz.   Este   resultado   es   congruente   con   lo

observado por microscopia electr6nica, pues a medida que se aumenta la temperatura

se observan polimeros mas cortos.

Tabla 8. Concentraci6n critica de Ftsz determinada a partir de la dependencia de la

dispersi6n maxima de luz a 90° en funci6n de la concentraci6n de Ftsz.

Temperatura      Concentraci6n
(oc)                       critica (LJM)

ECuaci6n / R2

io                    0,164 ± 0,475                  y= 3,670x-0.602/0,93

15                     0,492 ±0,180                  y= 4,473x-2.201  /0,97

2o                    0,769 ± 2,506                  y = 4,718x -3,627 / 0,87

25                    0,881  ±  1,482                  y= 5,079x-4,477/o,9o

3o                     1,271  ± 0,094                  y=4,209x-5,352/0,99
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DISCUS16N.

Todos los experimentos de este estudio se hicieron /.n v/.fro,  usando condiciones

experimentales dentro de los rangos que mejor mantienen la actMdad de la proteina y

que  no  estan  necesariamente  dentro  de  los  rangos fisiol6gicos  de  E.  co//. (Erickson  y

cols., 2010),  cuyo pH intracelular varia de 7,4 a 7,8 segtln sea el pH extracelular. E.  co//.

tiene  una  concentraci6n  de  Kcl  que  varia  entre  140  y  760  mM,  dependiendo  de  la

osmolaridad extracelular y el magnesio libre es alrededor de  1  mM.

El  mismo  criterio  de  maximizaci6n  de  la  actividad  se  sigui6  previamente  para

MjFtsz  y  la  t]nica  diferencia  entre  los  medios  de  reacci6n  de  ambas  proteinas  es  la

cantidad  de  Kcl,  que con  MjFtsz fue 6 veces mayor (300  mM)  respecto a  ECFtsz,  en

este trabajo.   En el analjsis de las energias de activaci6n,  dado que las condiciones /n

v/.fro empleadas  para  Mj  y  ECFtsz  son  muy similares,  la  aproximaci6n  de  suponer un

coeficiente  de  transmisi6n  en  la  ecuaci6n  de  Eyring  igual  en  ambos  casos  y  definirlo

como  1  es  bastante  razonable.  Por lo  tanto,  las  diferencias  observadas  entre  ambas

proteinas,  tanto  cualitativa  como  cuantitativam.ente  no  se  deberian  al  sistema  /.n  w.fro

utilizado para cada una, sino que a las propiedades intrinsecas de cada proteina.

MjFtsz  se  purific6  mediante  una  columna  de  niquel,  pues  se  insert6  en  su

secuencia  aminoacidica  una  regi6n  C-terminal  de  6  histidinas  (Maldonado,  2011).  Si

bien se nan reportado diferencias entre los polimeros de MjFtsz con y sin la regi6n de

poll-histidina  al  vistlalizarlos  por  ME  (Oliva  y  cols.,  2003),  tambjen  se  han  realizado

estudios de estabilidad frente a cloruro de guanidinio  (Gdmcl) a djstin{as temperaturas

y  no  se  registraron  diferencias  entre  MjFtsz  silvestre  y  la  que  posee  la  region  poli-

histidina   (Andreu   y  cols.,   2002).   Tambi6n   se   ha   comparado   la   polimerizaci6n   por

dispersi6n  de  luz  y  su  actividad  GTpasica,  sin  registrarse  diferencias  significativas
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(Oljva y cols.,  2003).  Si  bien  el  comportamiento  frente  a  agentes  caotr6picos  no  tiene

por  qu6  ser  igual  al  exhibido  frente  a  cambios  de  temperatura  del  sistema,  ambos

experimentos son mediciones de la estabilidad de la  proteina,  en terminos de energia

libre,  por  lo  que  consideramos  que  es  una  buena  aproximaci6n  suponer  que  no  hay

influencia   de  la   regi6n   poll-histidina  en   la   determinaci6n   de  constantes  cineticas  a

distintas temperaturas y por lo tanto son valores extrapolables a la  proteina silvestre y

comparables  con  los  de  ECFtsz.  Por lo tanto,  si  bien  los  resultados  presentados  aqui

no son  extrapolables `a  lo  que ocurre  /.n  v/.vo,  nos  permiten  comparar las propiedades

intrinsecas   de  dos   Ftsz  provenientes   de   un   organismo   hiperterm6filo  del   dominio

Archaea y de un organismo mes6filo del dominio Bacteria.

Las  secuencias  de  MjFtsz y  ECFtsz tienen  un  47%  de identidad y un  68%  de

similitud,  porcentajes  bastante  altos  teniendo  en  cuenta  que  el  limite  recomendable

para  hacer  un  modelamiento  de  estructura  es  de  30%.   Por  lo  tanto  es  el  530/o  de

djferencia lo que produce la divergencia en el comportamiento.

Los  valores  de  la  concentraci6n  critica  de  polimerizaci6n  (1  uM),  la  constante

catalitica y la KM (34  uM)  para la actMdad GTpasica estan de acuerdo a lo que ha sido

reportado  (ver`introducci6n).  El  valor  de  la  constante  catali{ica  y  el  de  la  KM  es  muy

similar al  reportado  por Nova  (Nova  y col,  2007).  La  Cc tambi6n  esta  de acuerdo  a  los

valores   reportados   (Mukherjee   y   Lutkenhaus    1999;    Dfaz-Espinoza   y   col.   2007;

Mingorance  y  col.   2010)   y  la   despolimerizaci6n   es   completa,   de   acuerdo   con   la

reversibilidad del proceso previamente descrita.

Los datos cin6ticos obtenidos son consistentes entre si. A mayor temperatura la

actividad GTpasica es mayor y por lo tanto la despolimerizaci6n es mas fapida, debido

al  agotamiento del  GTP.  Ocasionalmente se define como  estabilidad  dinamica  el valor

maximo  de  emjsi6n  de  luz  que  permanece  relativamente  constante  en  el  tiempo,  es
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decir,   la   dispersion   generada   por   el   maximo   ntlmero   relativamente   constante   de

polimeros y se habla de  mayor o menor estabilidad  modulada por GTP. Sin  embargo,

esta  no es una medida de la estabilidad termodinamica,  pues solo reflej.a el tiempo en

el  cual  la  concentraci6n  de  GTP  es  suficiente  para  mantener la  maxima  cantidad  de

proteina  en  estado  polimerizado,  de  modo  que depende  de  la  actividad  GTpasica,  la

concentraci6n de proteina,  Ia temperatura y la concentraci6n de nucle6{ido.

La   actividad   GTpasica   de   ECFtsz   fue   muy   baja   a   35   °C   evidenciando

inestabilidad   de   la   proteina   a   esta   temperatura,   que  se   reflej.a   en   los   resultados

mostrados en la figura 6,  en ausencia de GTP.  Segtln los experimentos de estabilidad

t6rmica  de  ECFtsz,   la  inactivaci6n  en  ausencia  de  GTP  que  se  produce  en   los  4

minutos  de  pre-incubaci6n  previo  a  cada  medici6n  de  Vo,  no  significa  un  impedimento

para  registrar las  velocidades  iniciales  a  10,  20  o  30  °C,  puesto que  se  observ6  una

proporcionalidad  directa  entre  la  actividad  y  la  concentraci6n  de  protefna,  asi  como  el

comportamiento exponencial esperado  para *cai.  Probablemente los valores reportados

de KM a 37 °C han sido afectados por la inestabilidad de la proteina a esa temperatura,

Io que afecta la uni6n del sustrato y par eso el valor de KM es mayor, incluso al doble.

Se ha reportado que la uni6n de GDP tiene un efecto protector de la estructura

secundaria  de  ECFtsz frente  a  GdmcI  (Andreu  y cols.,  2002).  Este  efecto  se  observ6

tambien  al  medir  la  inactivaci6n  por tempera{ura  de  la  actividad  GTpasica  a  distintas

concentraciones  de  Ftsz  (por  lo  tanto  tambi6n  de  GDP,  pues  Ftsz  purifica  uniendo

GDP en  relaci6n  1:1).  Asi,  al diluir la proteina se disminuye la concentraci6n de  GDP y

de  proteina  lo  que  desfavorece  la  reacci6n  de  uni6n,  aumentando  la  disociaci6n  y  la

inestabilidad de la proteina con la temperatura.

Las  cin6ticas  de  inactivaci6n  normalizadas  a  distintas  temperaturas  muestran

que la actividad  tiende  a  un  valor menor que se mantiene en  el tiempo  (V,in).  Debido a
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\    esto,  la  constante  de  inactivaci6n  (Af„,  Tabla  6)  no  es  representativa  del  fen6meno  de

inactivaci6n  debido  a  la  temperatura,  si  no  que  describe  la  velocidad  con  la  cual  se

alcanza  el  valor de  Vt,.in.  Por lo  tanto  es  16gico  que a  mayor temperatura  el  valor de  la

constante de inactivaci6n sea menor, porque a alta temperatura la p6rdida de actividad

continu6    hasta    los    60    minutes    que    dur6    el    experimento.    La    mayoria   de    los

experimentos  de  inactivaci6n  de  otras  protefnas  se  registran  con  10  minutos  de  pre-

incubaci6n  en  las condicjones de estudio y la actividad  que se sigue en  el tiempo llega

a  cero,  de  modo  que  los  datos  se  ajustan  a  una  exponencial  simple  y  la  constante

cin6tica de inactivaci6n realmente representa la inactivaci6n sufrida por la proteina.

Estos  resultados  nos  indican  que  los  valores  del  grafico  de Arrhenius  podrian

estar  influidos  por  inactivaci6n  durante  la  pre-incubaci6n  antes  de  la  medici6n  de  la

actividad  GTpasica,  Io  que  disminuiria  la  actividad  a  mayor  temperatura  y  a  menor

concentraci6n  de  proteina.  Sin  embargo,  la  linealidad  de  este  gfafico  (figura  4)  nos

permite  descartar  esta  pequefia  influencia.  Se  concluye  que  la  manipulaci6n  de  Ftsz

sin  GTP  en  amortiguador  de  polimerizaci6n  a  temperatura  ambiente  desfavorece  la

estabilidad  de  la   preparaci6n,   por  lo  que  se  sugiere  su   manipulaci6n  en  hielo   en

amortiguador   A   hasta   el   momento   previo   al   experimento,    donde   se   diluye   en

amortiguador  de  polimerizaci6n.  Conociendo  las  cin6ticas  de  inactivaci6n,  es  posible

conoc'er  el   porcentaje  de  actividad   que  se   pierde  durante  la  pre-incubaci6n   y  asf

corregir  posibles  errores.  Por esto  se  hace  necesarjo  caracterizar  la  inactivaci6n  por

temperatura   de   MjFtz,   pues   puede   ser  una   explicaci6n   al   comportamiento   de   la

proteina en el grafico de Arrehiuns.

La Cc de la actividad GTpasica aumenta con la temperatura. La explicaci6n mss

simple es que  hay inactivaci6n de  Ftsz en  el  estado  monom6rico que forma  parte del

equilibrio  Ftsz  +  GDP  a  Ftsz:GDP  en  ausencia  de  GTP y  no  necesariamente  de  un
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cambio   en    la   constante   de   elongaci6n   del   polrmero.    De   este   modo   a    mayor

temperatura  ocurrirfa  una  mayor  reducci6n  en  la  concentraci6n  de  proteina  activa,

provocando  un  aumento aparente en  la  Cc..  Un  efecto aun  mayor se aprecia  en  la  Cc

de la  polimerizaci6n  (tabla  9) y podria  deberse  al  mayor tiempo  de  pre-incubaci6n  que

toma  a  las  muestras  alcanzar  linea  base.  Aun  mss,  es  probable  que  la  inactivaci6n

corresponda   a   la   formaci6n   irreversible   de   pequefios   agregados,   puesto   que   la

dispersi6n aumenta levemente hasta que se estabiliza la linea base.

La     actividad     GTpasica     mostr6    una     dependencia     exponencial     con    la

temperatura,  obteniendose  un  aumento de 3 veces en  la velocidad  por cada  aumento

de  10 °C (valor conocido como Qio). La Acai determinada corresponde a k2 en el modelo

Michaeliano  utmzado  como  marco  te6rico  (ecuaci6n  4)  y puesto  que  la  hidr6Iisis  es  el

paso   limitante   de   la   actividad   GTpasica   (Romberg   y   Mitchison,   2004)   y   que   la

concentraci6n de sustrato es saturante,  la velocidad de la reacci6n solo depende de la

concentraci6n de proteina que en su totalidad esta unida a GTP.

ki                                      k2                                                 k3

[Ftsz: GDp] +  [Grp] a [Ftsz: Grp] + [Ftsz: Gop: p£] + [Ftsz: GDp] + [p!] + [GDp]    [4]
k-1

El  grafico  de Arrhenius  de  Acaf mostfo  una  sola  Ea  de  75,28  kJ/mol  en  el  rango

de   temperaturas   estudiado,   un   valor   menor   a   los   103   kJ/mol   de   la   Ea   de   la

despolimerizaci6n.  Este  valor  no  es  sorpresivo,  puesto  que  se  sabe  que  el  polfmero

posee una proporci6n de subunidades unidas a GDP que va desde el 50 al 20°/o (Chen

y  Erickson,  2009;   Romberg  y  Mitchison,  2004).  Par  lo  tanto  es  de  esperar  que  la

reacci6n    de    despolimerizaci6n    sea    mas    lenta    y    limitante    con    una    mayor   Ea.

Curjosamente,  a  10  °C  la  despolimerizaci6n  es  levemente  mss  lenta  que  la  actividad

GTpasica,  mientras que a 30 °C es 3 veces mas lenta.  Probablemente se debe a que

10  °C  es  una temperatura  muy baja  a  la cual  hay una actividad  GTpasica en  general
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bastante residual de Ftsz y de alguna manera esto valida la decisi6n de considerar 10

°C como extremo inferior del rango de temperaturas.

Es  interesante  analizar  los  valores  de  la  Ea  para  la  actividad  GTpasica  y  de

despolimerizaci6n  en t6rminos  comparativos,  pues  un  mayor valor de  esta  dltima  para

la despolimerizaci6n  nos  dice que en  este  proceso  esta el  paso  limitante.  De  hecho al

bajar   la   temperatura   ambas   velocidades   se   hacen   parecidas,   pero   siempre   la

despolimerizaci6n   es   mas   lenta.   Este   comportamiento   de   baja   actividad   a   baja

temperatura    probablemente    provoca    que    la    proteina    polimerice   y   permanezca

polimerizada como manojos de filamentos por mas tiempo (figura 15) hasta que el GTP

se agote.

Los resultados de las energias de activaci6n indican que las velocidades de los

distintos  pasos de  la  hidr6lisis  de  GTP  y la  despolimerizaci6n tienen  una  dependencia

lineal con la temperatura, pues se obtuvo una sola Ea representativa para cada proceso

en    todo    el    rango    de    temperaturas    analizadas.    En    MjFtsz    se    observ6    un

comportamiento  bifasico  del  gfafico  de  Arrhenius,  tanto  para  la  actividad  GTpasica

como   para   la   despolimerizaci6n,   mostrando   una   energfa   de   activaci6n   menor   a

mayores   temperaturas,   por   lo   que   la   reacci6n   se   favorece   cin6ticamente   con   la

temperatura (Maldonado, 2011 ).

Al  comparar la  Ea  de  ECFtsz y  MjFtsz  en  el  rango fisiol6gico  de temperaturas

para  los  respectivos  organismos,  podemos  observar que  sorprendentemente  la  Ea de

despolimerizaci6n es igual para ambas proteinas (Maldonado, 2011).  Esto significa que

la dependencia de la temperatura de la despolimerjzaci6n de los filamentos de Ftsz de

dos   organismos   que   viven   en   condiciones   de   temperatura   totalmente   distintas,

probablemente     ha     convergido     al     mismo     mecanismo     de     despolimerizaci6n,

considerando la similitud de secuencia y el conservado rol funcional.  No asi la actMdad
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GTpasica,  pues  MjFtsz  tiene  una  Ea  mucho  menor  que  ECFtsz.   Estos  datos  nos

permiten  predecir un mayor porcentaje de subunidades en estado GDP en MjFtsz que

en  ECFtsz  durante  el  denominado  estado  estacionario,   probablemente  debido  a  la

formaci6n  de manojos de filamentos que serl'an mas estables que los protofilamentos.

Es  interesante  hacer notar que  la  formaci6n  de  manoj.os  ocurre  a  altas  temperaturas

para  MjFtsz y bajas  temperaturas  para  ECFtsz,  en  el  rango fisiol6gico  de  la  proteina

term6fila  y fuera  de  61  para  la  mes6fila.  Este fen6meno  parece  ser el  responsable  del

quiebre  en  la  pendiente  del  gfafico  de Arrhenius  para  MjFtsz  (Maldonado,  2011)  y  no

asi para  ECFtsz.  No se puede descartar que el  comportamiento bifasico de  MjFtsz se

deba  a  una  inactivaci6n  de  la  proteina  en  el  rango  de  temperatura  fisiol6gico  que  d6

cuenta  de  las  menores velocidades,  pues  se  ha  descrito  que  a  pesar de  que  MjFtsz

pertenece a  un  organismo  hiperterm6filo,  a  80  °C  presenta  una  p6rdida del 20  a/o de la

estructura secundaria  (Andreu  y cols.,  2002).  En  este  mismo  estudio se concluye que

la estabilidad de MjFtsz frente a GdmcI es maxima a 4o °C.

La  polimerizaci6n  de  ECFtsz (figura  18)  es  mayor a  mayores concentracjones y

temperaturas,  pero la proporcionalidad entre la concentraci6n y la dispersion se pierde

a  medida  que  disminuye  la  temperatura.  Esto  sugiere  la  formaci6n  de  polimeros  con

forma  distinta  o  un  cambio  en  el  largo de los filamentos,  lo que  produciria  una  p6rdida

de  la  proporcionalidad  de  la  dispersion  de  luz  con  la  masa  de  proteina  en  estado

polimerizado. Este tlltimo caso se puede descartar debido a que se ha demostrado que

a 30  °C  los filamentos en  general ya tienen  un largo mayor a 3,5 veces la longitud de

onda   de   excitaci6n,   lo   necesario   para   mantener   la   proporcionalidad   del   m6todo

(Mukherjee  y  Lutkenhaus,1999;  Gaskin  y  cols.,1974)  y  en  la  figura  14  se  observan

polimeros   mas   largos   a   menores   temperaturas,    estabilizado§   por   interacciones

laterales, ya sea especificas o no. Tambi6n aument6 el ancho de filamentos 'a menores
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temperaturas,  registfandose  ttibulos  e  incluso  una  poblaci6n  de  polimeros  de  ancho

equivalente  a  11  filamentos  a  10  °C.  De  este  modo  se  confirma  que  la  perdida  de

proporcionalidad  en  los  experimentos  de  polimerizaci6n  se  debe  a  un  cambio  en  la

forma   de   los   polimeros   (ancho)   al   aumentar   la   temperatura   y   concentraci6n   de

proteina.

La entalpfa de activaci6n  (AH±) obtenida para la actividad  GTpasica a partir del

gfafico  de  Eyring  muestra un valor de  72,8  kJ/mol para  ECFtsz y de  16,7 kJ/mol  para

MjFtsz  (Maldonado,  2011).  Se  observa  que  para  la  hidr6lisis  de  GTP se  necesita  una

mayor  energfa  para  alcanzar  el  estado  activado  (proceso  enderg6nico)  para  ECFtsz

que para MjFtsz.

El  valor del  AH±  para  la  despolimerizaci6n  de  ECFtsz  es  de  100,4  kJ/mol  y  el

MjFtsz  es  de  91,1   kJ/mol,  valores  mas  similares  que  los  de  la  actividad  GTpasica.

Estos valores indican la energia necesaria para romper los enlaces responsables de la

estabmdad   del   polimero.   Se  observa   que   ambos   polinieros   muestran   una   misma

conducta  termodinamica  de  despolimerizaci6n  aunque  lo  hacen   en  muy  diferentes

rangos  de temperatura.  Estos  resultados  se  pueden  interpretar como  una  adaptaci6n

de  la  estructura  de  Ftsz  de  mes6filos  y  de  term6filos  para  producir  polimeros  con

caracteristicas  de  enlaces  similares  que  luego  de  la  hidr6lisis  de  GTP  pierden  su

estabilidad e inducen la despolimerizaci6n de los f"amentos.
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CONCLUSIONES.

Los  estados  de  transici6n  de  la  actjvidad  GTpasica  y  despolimerizaci6n  de

ECFtsz   muestran   un   comportamiento   diferente   a   los   de   MjFtsz,   pues   cada   uno

presen{a una sola energia de activaci6n que lo caracteriza, a diferencia de MjFtsz que

presenta  un  grafico  de  Arrhenius  bifasico,  definido  por  2  energias  de  activaci6n  en

ambos casos.

El  comportamjento  de  los  filamentos  formados  por  ECFtsz  y  por  MjFtsz  en

funci6n   de   la   temperatura   tambi6n   son   diferentes,   mien{ras   que   MjFtsz   genera

estructuras  mayores  en  el  rango  fisiol6gjco  del  M. /.amasch/./.,  ECFtsz  genera  incluso

tobulos  a temperaturas  por debajo del  rango  fisiol6gico  de  E.  co//..  Del  mismo  modo la

concentraci6n    critica    de    la   polimerizaci6n    en    ECFtsz   aumenta    al   aumentar   la

temperatura, mientras que en MjFtsz disminuye, aunque levemente.

Estas  observaciones  nos  permiten  concluir  que  la  polimerizaci6n  y  actividad

GTpasica de ambas proteinas es diferente y que este comportamiento j.n v/.fro se debe

exclusjvamente  a  la  informaci6n  codjficada  en  la  secuencia  peptidica,   pues  segtln

nuestro  conocimiento,  los  experimentos  se  realizaron  con  la  proteina  purificada,  sin

otros componentes del dMsoma, cofactores o moduladores. Esto apoya indirectamente

la idea de que Ftsz es la proteina fundamental del divisoma.
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ANEXO.

Ecuaci6n de Arrhenius. El cambio en la velocidad de una reacci6n con la temperatura

se   suele   presentar  mediante   el   grafico   de  Arrhenius,   cuya   ecuaci6n   determinada

empfricamente  para  reacciones  gaseosas  [5]  nos  permite  determinar  la  energia  de

activaci6n de  la  reacci6n  catalizada en un  rango de temperaturas en  el cual no ocurra

denaturaci6n o degradaci6n de la enzima o sustrato.

k = A . e-(Ea/RT)
[5]

donde  A  es  la  constante  de  velocidad  de  primer  orden,  A  es  el  factor  pre-

exponencial,  Ea es la energfa de ac{ivaci6n,  R es la  constante de  los gases y  7-es la

temperatura  absoluta   (Daniel  y  Danson,  2001).   Segdn  este  modelo  de  reacciones

gaseosas,  del  total de  colisiones,  solo  una  parte  equivalente  a  e-(Ea/RT)  poseefa  una

energia  igual  o  mayor  a  Ea  y  dependiendo  de  la  orientaci6n  de  la  colisi6n,  pod fa

generar  productos  (Castellan,   1983).  Clasicamente  se  utiliza  una  linealizaci6n  de  la

ecuacj6n de Arrhenius para determinar el valor de Ea (2).

In(k, = -¥(:) + ,n (A,                                                     [6]

Conocer  la  Ea  de  los  distintos  pasos  de  una  reacci6n  global  (o  reacciones

acopladas)  es  importante para la determinaci6n  del  paso limitante de la reacci6n  y de

esta manera proponer mecanismos basados en evjdencia cin6tica.

Teoria  del  estado  de  transici6n.  La  teoria  del  estado  de  transici6n  (TET)  es  un

modelo  cjnetico  de  las  reacciones  quimicas  a  partir  del  cual  se  pueden  determinar

pafametros   {ermodinamicos.    Establece   que   en   el   estado   basal,   los   reactantes

colisionan y avanzan en  la coordenada de reacci6n  hacia la formaci6n de productos a
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traves  de  un  estado  de  transici6n  (ET). -Se  define  como  estado  de  transici6n  (ET)  al

agregado   molecular   mas   inestable   (de   mayor   energia)   previo   a   la  formaci6n   de

productos.  Se  define  tambi6n  una  regi6n  de  la  superficie  de  potencial  cercana  al  ET,

denominada complejo activado.

Para   una   derivaci6n   matematica   de   la   TET   ver   libros   de   fisicoquimica   y

termodinamica  estadistica  (Atkins y  Paula,  2006;  Gupta,1990;  Castellan,1983).  Para

una  derivaci6n  mss  intuitiva  ver  libros  de  bioquimica  (Fersht,   1999;   Nelson  y  Cox,

2006).  Aca  se  presentan  s6lo  los  aspectos  te6ricos,  ecuaciones  y  supuestos  mas

importantes.

En  esta teoria  se  asume que  el  estado de transici6n  esta  en  equjlibrio con  los

reactantes:

A+B  Sxlip                                                        [7]

Donde A y a son  reactantes, Xf el estado de transici6n y P es producto.  Por lo

tanto podemos describir una constante de equilibrio Kf:

Kf-#                                               [8]

La  TET  supone  tambi6n  que  el  paso  limitante  de  la  reacci6n  es  el  paso  del

estado de transici6n a productos.  Por lo tanto la velocidad global de la reacci6n es igual

a   la   velocidad   de   la   descomposici6n   unimolecular   del   ET.   Por   otro   lado.   si   los

movimientos   de   tipo   vibracional   a   lo   largo   del   eje   de   reacci6n   ocurren   con   una

frecuencia   I;,   entonces   el   complej.o   activado   se   aproxima   al   ET   con   la   misma

frecuencia.  Sin  embargo,  es  posible  que no  todas  oscilaciones  del  complejo activado

generen un ET, por lo tanto se asume que la velocidad de formaci6n del ET a partir del

complejo  activado   es   proporcional  a   la  frecuencia  de   oscilaci6n.   La  constan{e   de

68



proporcionalidad  se  denomina  el  coeficiente  de  transmisi6n  (x).  Considerando  todo  lo

anterior se obtiene la ecuaci6n de Eyring:

k2 = %. i:Iff;                                                                [9]

donde k2 es la constante de velocidad bimolecular,  kB es la constante de 'Boltzman, T la

temperatura,  h  la  constante de  Plank y   gc!  Ia  constante de  equmbrio  derivada  de  las

funciones de partici6n de las especies involucradas, sin una vibraci6n del ET.

Se asume que esta constante ffj es la cons{ante de equilibrio de la reacci6n K±

y se expresa en funci6n de la energia libre del estado de transici6n  [ecuaci6n  10].  Para

determinar  valores  de  entalpia  del  ET  (AH±)  y  entropia  del  ET  (AS±),  se  expresa  la

energia  libre  del  ET  (AG±)  en funcj6n  de  estos  parametros  y se  linealiza  la  ecuaci6n

mediante logaritmo natural [ecuaci6n  11].

k2  = %.#, e-AG!/RT                                                                 [|o]

ln(:) = -(#):+ (,„(#) +#)                                [1„

El  coeficiente  de  transmisi6n  (M)  se  asume  igual  a  1  para  reacciones  simples,

pero puede atenuarse en reacciones complejas por la viscosidad del medio o el tipo de

reactantes  involucrados.  Sin  embargo es ampliamente aceptado y utilizado  un  x de  1

para   reacciones   enzimaticas   y   asi   obtener   pafametros   aparentes   que   permiten

comparaciones entre sistemas similares (Fersht,  1999).
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