
6o 
ot 

"D// \! \, \\l-J r \.

3 nrrr-om^';
Í ceNreAL ,

l, .,k,i DE C$)2r

II CI|:VC

t^Lq+G,
ó,1

FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

CrnAcrenrzecróH oe LA poLriirERrzAcrór.¡ y lcr¡vloeo GTPesn oe FrsZ

DE METHANococcus JANNAscHtt AotsnNTAs rempenaruRÁs

Seminario de Título

Entregado a la

Universidad de Chile

en cumplim¡ento parcial de los requisitos

para optar al TÍtulo de

lngeniero en Biotecnología Molecular

Por

Paula Andrea Maldonado Villav¡cenc¡o

Director de Seminario de Título: Dr. Octavio Monasterio Opazo

Go.Directora: Dr. Rosalba Lagos Mónaco

Junio,20l0

Sant¡ago - Ch¡le



ESCUELA DE PREGRADO _ FACULTAD DE CIENCIAS . UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACIÓN SEMINARIO DE TÍTULO

Se infbrma a la Escuela de Pregrado de la Facult¿d de Ciencias, de la Universidad de Chile que
el Seminario de Título, presentado por la SrR77. PAULA ANDREA MALDONADO
VILLAVICENCIO

"Caracterización de la polimerización y actividad GTPasa de FtsZ de
Melh anoc oc c us j annas ch ii a distintas temperaturas"

Ha sido aprobado por la Comisión de Evaluación, en cumplimiento parcial de los requisitos para
optar a[ Título de Molecular.

t-r[o-,
Dr. Ocfavio Monasterio Opazo
Director Seminario de Título

Comisión de Evaluación

Dr. Osvaldo Alvarez Araya
Presidente Comisión

Dr. Ricardo Cobrera Paucar
Evaluador

ll

JláLtu ttsuA a
'ceurn¡r á

(r. rnÚ

Santiago de Chile, noviembre de 201 1.



ací en Santiago, en la comuÍa de Recoleta

un primero de agosto de 1985, después de

aferrarme pot todo un día al vientre de mi
madre. Luego, me aferré al coche... hasta

que tardíamente emprendí rumbo. Tuve una

infancia llena de tardes de juego, callejeo, aseo

doméstico e introversión. Ya en el pequeño colegio

de la esquina de mi casa despertó en mí la

curiosidad por saber qué había más adentro de todo,

cuando una profesora empezó a enseñamos de

cosas llamadas átomos que formaban todo lo que

nos rodeaba. Entré al Liceo N' 1 Javiera Carrera,

donde tra¡scurrió la mayor parte de mi

adolescencia rodeada del ruido del centro de

Santiago, de micros con frenos ruidosos, del

permanente ruido de conversaciones incesantes

taracterístico de un colegio de niñas.. . aquí aprendí

a tejer y bordar, también a hacer lámparas de yeso' Así, descubrí mi vocación por el

iiog"- y ¿""i¿i éntrar a la Universidad de Chile a estudiar Ingeniería en B,iotecnologia

rrlü"""t* para sü ,na dueña de casa ilushada. Aún no me siento lo suficientemente

ilustrada, aií que seguiré trabajando arduamente por estar a la altura'
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RESUMEN

Durante la citoquinesis bacteriana, en el sitio de división se forma un polímero de FtsZ

llamado el anillo Z cuya constricción contribuye a la división de la célula para dar origen

a dos células huas. Por esto, Ftsz es la primera proteína en ubicarse en el centro de la

célula para reclutar el resto de las proteínas que dan origen al llamado drvlsoma. El uso

de l¡posomas ha permitido determ¡nar que FtsZ y la proteína que la ancla a la

membrana, FtsA, son responsables directos en la constr¡cc¡ón de la membrana. El

mecanismo mediante el cual se genera esta fueza motriz contempla la hidrólisis de

GTP y otros eventos posteriores a la formación del anillo Z. Para entender la

transducción de la energía química de la h¡drólis¡s de GTP en energía mecánica se han

realizado diversos experimentos sobre la inducción de la actividad GTPaSa durante la

polimer¡zación y se ha analizado la morfología de los polímeros que se forman en E

colr'. Sin embargo, no se conoce cómo este mecanismo opera a altas temperaturas en

arqueas termófilas y tampoco cómo la despolimerización influye sobre la estabilidad de

los polÍmeros, pues cuando el sitio de unión del nucleótido contiene GDP los polímeros

se hacen inestables.

Methanococcus jannaschiil es una archaea extremófila que vive en cond¡ciones de alta

temperatura, presión y osmolaridad. Este organismo también utiliza FtsZ en el proceso

de división celular. Se han hecho algunos estudios in vitro de la polimerización de FtsZ

de M. jannaschl, (MjFtsZ), sin embargo ninguno de éstos ha sido realizado en

cond¡c¡ones que se asemejen al ambiente celular de la proteína en el extremófilo. En

el presente trabajo se caracterizó la polimerización de MjFtsZ, su actividad GTPasa y

lSe usa la nomenclatua más antigua (Methanococcus jakndschií), pues en la literatura pertinente es el

nombre más \sado. Methcuocaldococcus jannaschii es el nombre reciente que corresponde al género en

que se agruparon varias termófilas metanógenas.
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la morfología de los polímeros a distintas temperaturas en un intervalo entre 40 y BO

"C. Se determinó que a mayor temperatura la concentración crítica de la proteína

disminuye, la actividad GTPasa aumenta y se forman manojos de polímeros.

Notablemente, la dependencia de la constante de velocidad respecto a la temperatura

en un gráfico de Arrhenius es bifásica para MjFtsZ. En consecuencia, MjFtsZ presenta

dos energías de activación de despolimerización, una de 151 ,79 kJimol (36,28

kcal/mol) para temperaturas de despolimerización entre 40 y 62 oC y otra de 94,03

kJlmol (22,47 kcal/mol) para temperaturas de despolimerización por sobre los 62 oC.La

act¡vidad GTPasa inducida por la polimer¡zac¡ón presenta una energía de activación de

58,19 kJ/mol (13,9 kcal /mol) a temperaturas bajo 49 oC y una menor energía de

act¡vac¡ón de 19,65 kJ/mol (4,7 kcal/mol) para temperaturas de polimerización por

sobre los 49 oc.Este fenómeno nunca antes se había reportado para FtsZ, lo que

sugiere nuevos experimentos para caracterizar la cinét¡ca de la despolimerización.
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INTRODUCCIÓN

FtsZ y citoquines¡s bacter¡ana

El ciclo celular bacteriano es un proceso altamente coordinado, en el cual la repl¡cac¡ón

y separación del nucleoide ocurre durante la división celular con un alto grado de

precisión y eficienc¡a. En la mayoría de las bacterias la división celular ocurre

simétricamente alrededor del centro de la célula, entre los nucleo¡des part¡cionados.

En la citoquinesis bacteriana, el pr¡mer evento en la formación del complejo de

proteínas de división celular - divisoma - es la polimerizac¡ón de FtsZ, para formar el

an¡llo Z. Este anillo permite reclutar las proteínas del divisoma, determinar la síntes¡s y

ubicación del septo, y su constricción permite la división celular. La correcta ubicación

de FtsZ en el sit¡o de septación eistá regulada por el sistema de proteínas Min que

forma gradientes en los polos de la célula, inh¡b¡endo la polimerización de FtsZ en

estos lugares, y mediante la oclusión del nucleiode se inhibe la pol¡merización de FtsZ

cerca del nucleoide (Adams & Errington, 2009).

FtsZ es una proteína homóloga a tubulina de los eucariontes, se encuentra conservada

a través de eubacteria, también está en archaea y participa act¡vamente en la división

de plastidios y mitocondr¡as de plantas del grupo eukarya. Además posee una

estructura primaria altamente conservada entre bacter¡as y arqueas ten¡endo entre un

35o/o - 4Qo/o de identidad. FtsZ está formada por dos dominios ¡ndependientes que se

encuentran unidos por una hélice central (H7) de 23 residuos (Figura 1). El dominio

amino tiene 189 aminoácidos entre los residuos 38 a 227, posee un plegamiento de

tipo Rossman y const¡tuye el sit¡o de unión del nucleótido. El dominio carboxilo se



extiende entre los residuos 228 a 356, es una sábana-P de cuatro hebras ant¡paralelas

que está girada 90o respecto a Ia sábana-B del dominio GTPasa (Lówe & Amos, 1998).

El dominio carboxilo posee el sitio de unión a proteínas que participan en la formación

del anillo Z, tales como ZipA y FtsA.

F¡gura 1. Esquema de cintas de la estructura t.¡dimensional de MjFtsZ (IFSZ). A' V¡sta de
los dom¡nios amino y carboxilo; con esferas verdes se muestra la molécula de GDP, en morado
las héliceso y en amarillo las sábanas-p. B. V¡sta de MjFtsZ rotada en 90" respecto a la
estructura de la figura 1A. El dominio amino posee un plegam¡ento tipo Rossmann, el cual
presentia el s¡t¡o de unión a nucleót¡do, El lazo T4 presenta el llamado motivo de "firma de
tubulina", ISAG]GGTG[SA]G, el que junto con los otros lazos en contacto con el nucleótido
distinguen a FtsZ y tubulina como una familia de GTPasas d¡stinta a las GTPasas clásicas
(Nogales y cols. 1998). El dominio carbox¡lo se encuentra unido al dominio amino por medio de
una ¡nterface hidrófoba.

FtsZ es una proteína con actividad GTPasa, que requiere GTP y Mg2. para la hidrólis¡s

cuando se forman los polímeros, los cuales son desestabilizados y desensamblados al

salir el fosfato inorgánico del sitio del nucleótido donde permanece el GDP unido

(Bramhill y Thompson, 1994). El acoplamiento entre hidrólisis y desensamblaje de los

polímeros de FtsZ confiere dinamismo al anillo Z. Al polimerizar, Ios monómeros de

FtsZ se asocian de forma longitudinal (dominio carboxilo de un monómero con et

2



dominio amino del siguíente) para formar protofilamentos de FtsZ, similar a la unión de

o y B{ubulina. La inserción del /oop T7 del dominio carbox¡lo terminal de FtsZ en el

s¡tio de unión a nucleótido del dominio amino terminal de la subunidad contigua permite

la ubicación de los residuos catalíticos cerca del fosfato gamma, permit¡endo que

ocurra la hidrólisis del nucleótido, de modo que es necesaria la formac¡ón de un

ol¡gómero para tener act¡v¡dad GTPasa. En part¡cular, el sitio activo con actividad

GTPasa de FtsZ se completa med¡ante la unión de dos res¡duos claves del loop T7 que

complementan el dominio amino de unión a nucleótido de MjFtsZ: Asp235 y Asp238.

Estos residuos están posicionados a una d¡stanc¡a que perm¡te polatizat la molécula de

agua para el ataque en la reacción de hidrólisis del fosfato-v del GTP (Oliva y col.,

2004). En consecuenc¡a, la act¡vidad GTPasa de FtsZ depende de la polimerización de

FtsZ (Adams y Err¡ngton, 2009), por lo tanto FtsZ se autoensambla de una forma

dependiente de nucleósido trifosfato.

Se ha propuesto que FtsZ provee la fuerza necesaria para la constricción del anillo Z

en la división bacteriana, y que el mecanismo para proporcionar esta fueza es la

hidrólisis del nucleótido (Li y col.,2007; Lu y col.,2000). De hecho, mediante el uso de

liposomas se demostró que FtsZ anclada a la membrana mediante un fragmento FtsA

puede generar la fueza necesaria para la constricción de la membrana (Osawa y col.,

2008).

C¡nética de la act¡vidad GTPasa de FtsZ

Se ha observado la formación de polímeros en mutantes de FtsZ deficientes en la

hidról¡sis de GTP, ¡nd¡cando que la h¡drólisis de GTP no es necesar¡a para el

ensamblaje de filamentos de FtsZ (Mukherjee, A. y Lutkenhaus, J., '1994). Así, la



polimer¡zación en presencia de GTP generaría la energia potencial necesaria para la

constr¡cción del anillo Z que se l¡bera tras la hidrólisis del nucleótido y que genera

trabajo mecánico al deformarse el polímero anclado a la membrana.

El polfmero de FtsZ que contrene nucleótido en forma de GTP es recto, mientras que si

el nucleótido unido está en forma de GDP los protofilamentos son curvos (Erickson, H y

cols., 1996; Romberg y cols.,2001; Romberg y Mitchison, 2004). Esta remodelación de

los polímeros es inducida por la transición entre los intermediarios de la hidrólisis de

nucleót¡dos GDP y Pi, en consecuencia, la energía de la hidrólisis puede ser usada

para desestabil¡zar una estructura previamente estable, el polímero recto, y así

producir trabajo mecánico, al curvar el polímero. En estudios c¡néticos se ha

determinado que en estado estacionario, el 80% de las subunidades de polímero de

FtsZ tiene unido GTP, y que el paso limitante de la actividad GTPasa es la hidrólisis de

GTP, mientras que la liberación de fosfato ¡norgánico ocurre rápidamente después la

hidrólisis de GTP (Romberg y Mitchinson, 2004). Por otra parte, mediante FRAP

(fluorescence recovering after photoblaching) se observó que la velocidad de hidrólisis

del GTP se correlaciona directamente con la velocidad de salida de las subunidades de

FtsZ del anillo (Str¡cker y co|.,2002),lo cual también sugiere que la hidrólisis es el paso

lim¡tante. En consecuencia, en estado estacionar¡o la proteína forma filamentos rectos

y la regulación de la hidrólisis de GTP durante el proceso de formación y constricción

del an¡llo Z determ¡na cambios estructurales del polímero.

El acoplam¡ento entre la hidrólisis de GTP y la sal¡da de monómeros del polÍmero de

FtsZ en un manojo podría ser usado para regular la división celular de dos formas:1)

Mediante la inhibición de la liberac¡ón del GDP, el polímero podría ocupar la energía de

la hidrólisis para curvarse y producir fueza durante la constricción del an¡llo, y 2) Las

4



¡nteracciones laterales podrían aumentar la rigidez de los f¡lamentos de FtsZ limitando

así la curvatura y el desensamblado de los polímeros. Además, el desarme coordinado

de tales manojos podría concertar la despolimerización de los filamentos durante la

septación.

Polimerización de FtsZ

FtsZ polimeriza in v¡tro en var¡os tipos de estructuras, tales como sábanas, manojos,

filamentos y miniings entre otras, dependiendo de las condiciones de polimerización

utilizadas. Por ejemplo, en presencia de concentraciones altas de Ca2* (5-f 0 mM),

temperatura ambiente y pH 6,0, MjFtsZ polimeriza formando sábanas (Lówe y Amos,

1999) constitu¡das por f¡lamentos simples de FtsZ cuyos monómeros se repiten

longitudinalmente cada 40 A, dentro de las cuales estos filamentos se ubican de forma

antiparalela. También se ha observado que en presencia de DEAE dextrano, Mg'* y a

pH 7,2, FlsZ de E. coti (EcFtsZ) forma protofilamentos largos y rectos que se asocian

en manojos o formando sábanas bid¡mensionales (Erickson y col., 1996). A pH 6,5 en

cambio, estas sábanas son mucho más abultadas, formadas por 10 a 't 5

protof¡lamentos en paralelo. A pH 6 o 7 la EcFtsZ adsorbida en una monocapa lípidica

catiónica forma sábanas de protofilamentos paralelos, algunos protofilamentos largos y

rectos aislados, y minirings, que se forman en presencia de GTP y de GDP, pero son

más abundantes en presencia de de GDP (Erickson y col., 1996).

EcFtsZ a altas concentrac¡ones incubada en condiciones de polimer¡zac¡ón, pH 6,5,

magnesio y GDP, forma arcos y anillos en medio de grandes cantidades de proteína

despolimerizada, lo que es consistente con la observación de polímeros de EcFtsZ

curvos formados en presencia de lípidos catiónicos o DEAE dextrano. Al reemplazar



GDP por GTP en idénticas condiciones, se observa la formación de filamentos largos y

rectos que tienden a formar manojos, m¡entras que a bajas concentraciones de

proteína ¡ncubada en idénticas concentrac¡ones se forman filamentos aislados de

ancho uniforme y de largo variable, que corresponden a polímeros de una única hebra

según la evidencia obtenida con STEM (Scanning transmission electron microscopy).

Al ut¡l¡zar GMPCPP, un análogo de GTP de hidrólisis lenta, en lugar de GTP, EcFtsZ

forma polímeros largos y rectos (Romberg y co|.,2001). En suma, se ha observado que

la formación de manojos y sábanas de protofilamentos aumenta a mayores

concentraciones de FtsZ. Sin embargo, mediante criomicroscopía electrónica de

soluciones vitr¡f¡cadas sin soporte, se observa la formación de polímeros lineales de

una única hebra a altas concentraciones de proteína (Huecas y col.,2OOB). Y más aún,

usando tomografía de criomicroscopía electrónica se observa la arquitectura del anillo

Z ¡n v¡vo, que parece consistir en un gran número de protofilamentos cortos que se

sofapan, en lugar de un anillo continuo de polímero (Li y col.,2A01.

Se ha determinado mediante experimentos de sed¡mentación, dispersión de luz (light

scatteingl, ensayos de fluorescencia utilizando mutantes y ensayos de actividad

GTPasa, que existe una concentrac¡ón crítica de FtsZ bajo la cual no hay formación de

polímeros (Chen y col.,2OO5; Oliva y co|.,2003; Romberg y Mitchison, 2004). La

existencia de una concentración crítica es característica de un mecanismo de

polimerización cooperativo, que tiene una fase de activación, nucleación, elongación y

un plateau. Y, en efecto, en estudios de cinética ráp¡da se ha observado que la

polimerización de FtsZ presenta una fase inicial de /ag característica de una

polimerización cooperativa, en que el mecanismo presenta tres etapas: una fase de

activación del monómero una vez que se ad¡ciona GTP (/ag), en que habría un

6



intercambio de GDP por GTP en el monómero de FtsZ; una segunda etapa de

nucleación del dímero y una tercera etapa de elongación del polímero (Chen y col-,

2005; Huecas y col., 2008\. Sin embargo, un mecanismo de polimerización cooperai¡vo

parece ser incompat¡ble con la formac¡ón de los polímeros de un único filamento que

se han observado mediante microscopía electrónica, pues en pr¡nc¡pio, la elongación

por adición suces¡va de monómeros a un único filamento requiere una energía

constante y equivalente a la energía de asociación de dos monómeros activados, lo

que no es consistente con un mecan¡smo cooperativo de polimerización (Chen y col. 
'

2005)

FtsZ y la arquea Methanococcus iannaschii

Methanococcus jannaschii es un organ¡smo extremófilo que crece a presiones

superiores a 200 atm, pH entre 5,2 - 7,0 con un ópt¡mo a pH 6,0 y cuya temperatura

óptima de crecimiento es de 85 oC. M. iannaschlJ es un organ¡smo autótrofo,

metanógeno y anaerób¡co estricto, del dominio archaea, que como otros procar¡otas

posee un citoesqueleto arca¡co que permite la citoquinesis. MjFtsZ es clave en la

constricción de la membrana que ocurre durante la c¡toquinesis de M. iannaschii-

MjFtsZ es una proteína hipertermóf¡la y halófila, activa a temperaturas super¡ores a los

55oC, que requiere concentraciones de sal por sobre los 0,3 M. Comparada con la

proteína FtsZ mesóf¡la de E. coli, MjFtsZ es mucho más termoestable' Muchas

características favorecen la estab¡l¡dad térmica de las proteínas, tales como la eficiente

densidad de empacamiento, ¡nteracciones hidrófobas, reducción de /oops, unión de

metales y formación de puentes salinos, entre otros. MjFtsz posee varios residuos

cargados que forman puentes y redes salinas, las cuales constituirían un elemento

¡mportante en la mantención de la estabilidad térmica de la proteína (Santander, 2004).



lnteracciones hidrófobas

Las interacciones hidrófobas consisten en la unión de dos o más moléculas no polares,

que al intéractuar disminuyen la superficie de contacto con moléculas de agua. Las

moléculas de agua en contacto con moléculas no polares, forman una red ordenada

alrededor de éstas lo cual genera una disminución de la entropía. En consecuencia, la

disminución de la superficie no polar genera una menor dim¡nuc¡ón de la entropía del

sistema, lo cual es termodinámicamente favorable.

Las cadenas laterales no polares de las proteínas, por lo general, se ubican en el

centro disminuyendo las interacciones con el medio polar que está en contacto con la

superficie de la proteína. La abundanc¡a relativa de residuos hidrófobos y superficies

h¡drófobas en proteínas termófilas es alta, lo cual sugiere a estas interacciones como

un mecanismo de estabilización como indica la estimación de un aumento de la

estabilidad en 1,3 kcalimol por cada grupo metilo sepultado, en el plegamiento de

proteinas (Pace, 1992).

Un ejemplo del rol de las interacciones hidrófobas, fue la construcción de una enzima

adenilato quinasa quimérica enlre Methanococcus voltae y M. iannaschii que tuvo un

aumento de la estab¡lidad - respecto a la enzima mesófila -, debido a la formación de

un núcleo hidrófobo más grande, que podría ser responsable de la estabil¡dad térmica

de la aden¡lato quinasa de M. iannaschii (Haney y col., 1999). En la literatura se

reportan varios ejemplos de proteínas termófilas que presentan interacciones

hidrófobas que contribuyen a la estabilidad térmica y otras proteínas que no requieren

este t¡po de ¡nteracciones y presentan otras cáracterísticas como puentes salinos,

unión de metales, /oops, entre otros; que podrían expl¡car su estabilidad térmica. En
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general, no hay ev¡dencia dispon¡ble que conf¡rme el rol estab¡lizador de un solo t¡po o

grupo de interacciones no covalentes que determine la estabilidad térmica de las

proteínas.

Todos los trabajos previos que abordan la polimerización de MjFtsZ se han realizado a

temperatura ambiente en presencia de Ca2* ó, a 55 "C en condiciones estándar de

polimerización, vale decir, en presencia de GTP, Mg'-, K y pH 6,5. Es decir, no se ha

documentado un estudio detallado y sistemático de la proteína en condiciones

fis¡ológicas, más cercanas a las cond¡c¡ones presentes en el ambiente natural de M.

jannaschii (alta sal¡nidad y presión, y temperatura alrededor de 85 'C). En el presente

trabajo se caracleriza¡á la polimerización, despol¡mer¡zación e hidrólisis de GTP de

MjFtsZ a d¡stintas temperaturas, cubriendo el rango de temperaturas en que vive M.

jannasch¡¡.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPÓTESIS

La estabilidad de los polímeros de MjFtsZ depende de la hidrólisis de GTP y del

carácter h¡drofobo de las ¡nteracciones longitud¡nales y laterales.

OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la h¡dról¡s¡s de GTP, la formación de polímeros y la despolimerización

de MjFtsZ varían en el rango de temperatura fisiológica de Methanococcus jannaschii

(50- 90 oc).

OBJETIVOS ESPECiFICOS

l. Determinar los parámetros de la polimerización de MjFtsZ a altas temperaturas.

2. Ca.:acterizat la act¡vidad GTPasa de MjFtsZ, velocidad de hidrólisis y actividad

específica en condiciones sim¡lares a las fisiológicas.

3. Determ¡nar el efecto de la temperatura en la morfología de los polímeros de

MjFtsZ.

4. Determ¡nar la energía de activación y analizar los parámetros termodinámicos

de activación de la despollme'ización y actividad GTPasa de MjFtsZ.
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MATERIALES Y METODOS

lnducción de cultivos para purificación

Una colonia aislada de BL2'1 con el plasmidio pHis17 (con el gen MJ0370) se inoculó

en 5 ml de medio LB suplementado con 100 ¡lg/ml de ampicilina, se de]í creciendo a

37oC con agitación toda la noche. 1 mL de este cultivo líquido se inoculó en 1 L de

medio LB suplementado con 100 ¡rg/ml de ampicilina, se dejó creciendo durante toda

la noche a 37oC sin agitac¡ón. Al día siguiente se agitó a 37oC y 200 rpm hasta

alcanzar una D.O.6¡sn, 0,7, a continuación se indujo la expresión de la proteína con 0,4

mM IPTG durante 3 horas a 37oC con agitac¡ón, posteriormente se centrifugó a 4800

r.p.m. a 4oC durante 30 minutos (centrífuga Sorvall RC-38, rotor H6000A). Se descartó

el sobrenadante y el precipitado se suspendió en amortiguador A (Tris-HCl 50 mM pH

8,0; KCI 300 mM; glicerol l0%), luego se centrifugó a 7000 r.p.m. por 10 minutos a 4"C

(centrífuga Sorvall RC-SB rotor SS34) y se repitió el proceso dos veces, f¡nalmente el

precipitado de bacterias húmedo se almacenó a -80"C.

Purificación de FtsZ

La purificación de MjFtsZ se h¡zo med¡ante cromatografía de afin¡dad. Se descongeló el

precipitado equivalente a 2 L de cultivo bacteriano inducido y luego se suspendió en

amortiguador A (Tr¡s-HCl 50 mM pH 8,0; KCI 300 mM; glicerol 10%) en una

preparación de 20 mUL de cultivo y se agregó a esta suspensión media pastilla de

cóctel inhibidor de proteasas libre de EDTA (ROCHE). La suspensión se trasvasó a un

vaso de precipitados de vidrio y se sonicó para lisar las células en un sonicador

Bradelin Sonoplus HD200 con una sonda de 1 cm de diámetro (6 pulsos de 45 Watts
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durante 20 segundos con intervalos de espera de I minuto y un pulso final de 75 Watts

durante 20 segundos, todo en hielo). A continuación el l¡sado celular se centrifugó a

100000 g/4oCl1h (34000 rpm/rotor T-880, '10 mUtubo), el sobrenadante se transfirió a

un vaso de precipitados, se ajustó la concentración de im¡dazol a 5 mM y se cargó

directamente en una columna de afinidad (HiTrap Quelating 4 mL prev¡amente lavada,

regenerada y equilibrada con amortiguador A ajustado a una concentración de 5 mM

de imidazol) a un flujo de I mum¡n med¡ante una bomba peristáltica accesoria (todo el

proced¡miento se realizó manteniendo la proteína en hielo y la columna a 4oC). Una vez

cargada la muestra en la columna, se hizo el primer lavado con 5 volúmenes de

amortiguador A ajustado a 5 mM imidazol; y posteriormente se lavó 4 veces con 3

volúmenes de amortiguador A ajustado a d¡st¡ntas concentrac¡ones de imidazol (20

mM, 50 mM, 200 mM y 500 mM de imidazol) a un flujo de '1 mUmin, obteniéndose 5

fracciones luego de todos los lavados. Mediante SDS-PAGE se determinó la fracción

que contenía MjFtsZ, esta fracción se dializó toda la noche contra 2 L de amortiguador

B (Tris-HCl 50 mM pH 8,0; KCI 300 mM; EDTA 1 mM; glicerol 10o/o) a 4oC, se

concentró en un Centriprep 30K de Amicon hasla 2-3 mL de volumen final y se

almacenó a -80oC.

Electroforesis de proteínas (SDS-PAGE)

Las muestras de proteína purificada se disolvieron en 3 pL amortiguador de

electrofores¡s (Tris-HCl 50 mM pH 6,8; SDS 2oA (plv); B-mercaptoetanol 5% (v/v); Azul

de Bromofenol 0,01% (p/v); glicerol l0% (v/v)) y 5 UL de fluoroescamina- Se uso un gel

resolutivo de acrilamida al 12% aplicando una diferencia de potenc¡al de 100V durante

't ,5 horas a menos que se detalle una d¡ferencia.
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Cuantifi cación de MjFtsZ

Se determinó la concentración de MjFtsZ mediante el método de Bradford de acuerdo

a las instrucciones dadas por el fabricante Bio-Rad. BSA se ut¡lizó como proteína

estándar para constru¡r una curva de calibrac¡ón que se comparó con MjFtsZ.

Polimerización rn vitro (dispersión de luz)

La polimerización de MjFtsZ se s¡gu¡ó por dispersión de luz a 90' en un

espectrofluorímetro PerkinElmer LS-50 con una longitud de onda de excitación y

emisión de 350 nm, un ancho espectral de emisión y excitación de 4,0 nm y se usó un

filtro atenuador de I %, excepto en experimentos a 40oC donde se usó un filtro

atenuador de 4o/o. Las lecturas se hicieron con ¡ntervalos de 1 s. durante

aproximadamente 2500 s.

La polimerización de MjFtsZ se hizo en un volumen final de 0,5 mL a pH 6,5 en

amortiguador de reacción, el que contenía: MES 50 mM pH 6,5; KCI 300 mM, MgCl2 5

mM. La reacción se ¡n¡c¡ó con la ad¡ción de una concentración final de GTP 1 mM y los

experimentos se realizaron ut¡lizando temperaturas desde 40 a 80oC. El portacubetas

se temperó con un baño termorregulado circulante y regulable, la temperatura se midió

en la cubeta mediante una termocupla acoplada a un sistema de medición marca

Bailey lnstruments modelo BAT 8.

Concentración crítica

Ésta se calculó según se ha descrito anteriormente (Mukherjee y Lutkenhaus, 1999), al

graficar la diferencia máxima promedio de dispersión de luz - luego de agregar GTP -

en función de las diferentes concentraciones de proteína utilizadas. En este gráf¡co el
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punto de intersección de la recta con la abscisa corresponde al valor de concentración

crítica. La diferencia máxima de dispersión se determina al restar el valor inicial de

dispers¡ón de luz (línea base) del válor máx¡mo de dispersión en presencia de GTP. La

concentración de proteína MjFtsZ ut¡l¡zada para los ensayos de pol¡merización varió

desde 'l ¡rM a 15 ¡.rM. (0,04 mg/ml a 0,6 mg/ml)

Act¡vidad GTPasa

La veloc¡dad de la reacción de hidrólisis del fosfato gamma del GTP se determinó por

el método colorimétrico de Lanzetta y col. (1979) con verde de malaquita y tamb¡én se

usó una modificación de este método (Geladopoulos, T.P. y col., 1991; Sontag C.A. y

co|.,2005). Utilizando ambos métodos, se midió la concentrac¡ón de fosfato inorgánico

produc¡do durante la polimerización, debido a la hidrólisis de GTP.

Para determinar hidrólisis del fosfato gamma del GTP, se usó una mezcla de reacción

que contenía: amortiguador de reacción (MES-KOH 50 mM pH 6,5; MgClz 5 mM; KCI

300 mM), MjFtsz y agua nanopura. Antes de iniciar la reacción, esta mezcla se ¡ncubó

durante 10 m¡nutos en un baño termorregulado a 40oC, 60oC y 80oC, respectivamente.

La reacción se inició agregando GTP hasta una concentración inicial de I mM. El

fosfato libre se midió por los dos métodos. En el primero se tomaron 40 ¡rL de la

mezcla de reacción que se detuvo con 10 pL de ácido perclórico 7Vo (vlv)

(correspondiente a una concentración final de 1,4o/o (v/v) de ácido perclórico) a los: 0,

1,2,3,4,5 y 7 minutos después de iniciada la reacción- Estos 50 pL de mezcla de

reacción con ácido perclórico se incubaron a temperatura amb¡ente durante 10 minutos

y, posteriormente se agregaron 850 pL de la solución colorante que es una mezcla

triple (VM-MA-TX) que contiene: una mezcla de verde de malaquita (VM) 0,045% p/v
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con molibdato de amonio (MA) 4,2o/o p/v en HCI 3 N, en una proporc¡ón 3:1 (VM: MA), y

100pL de solución kitón X-1 00 (TX) 0,02% v/v por cada 5 mL de mezcla VM-MA.

lnmediatamente después se agregaron 100 UL de citrato de sodio 34% p/v, la mezcla

se puso en h¡elo y poster¡ormente se mid¡ó la absorbancia a una longitud de onda de

630 nm. La curva de calibración se hizo en cuadruplicado utilizando fosfato mono

potás¡co en un rango de 0 a 20 nanomoles de fosfato.

En el segundo método se util¡zó una mezcla diferente de colorante que contenía: 1,04

mM verde de malaquita en H2SO42,4 M; molibdato de amonio 24,01 mM y tritón X-100

0,17o/o vlv. La composición de la mezcla de reacción fue la misma y se detuvo a los

t¡empos indicados con ácido perclórico. Esta mezcla de reacción se equ¡libró, antes de

agregar GTP, durante 3 m¡nutos en un baño termorregulado a 40, 45,50, 55, 65, 70 y

80 oC, cuando se probó el efecto de la temperatura.

La reacción se inició agregando GTP hasta una concentración inicial de 1 mM. El

fosfato libre se midió tomando 20 ¡rL de mezcla de reacción para temperaturas bajo los

70 'C ó 10 lil para las temperaturas de 70 y 80 "C, y la reacc¡ón se detuvo

completando a 800 ¡rL con ácido perclór¡co frío, a una concentración final de 0,3 M, a 0

y 3 minutos después de ¡n¡ciada la reacc¡ón y se mantuvo en h¡elo, poster¡ormente se

agregaron 200 ¡rL de solución colorante y se midió la absorbancia a una longitud de

onda de 630 nm. La curva de cal¡bración se h¡zo en duplicado util¡zando fosfato mono

potásico en un rango de 0 a 10 nanomoles de fosfato.

Microscopía electrónica

Las muestras para microscopía electrónica se prepararon con polímeros de MjFtsZ

obtenidos en las diferentes condiciones experimentales. La polimerización de MjFtsZ
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se s¡guió med¡ante dispersión de luz a 90' y se hizo en las mismas condiciones

¡nd¡cadas en la sección titulada: Polimerización in vitro (dispersión de la luz). Se utilizó

una concentración final de MjFtsZ de 7 pM (0,28 mg/ml) y temperaturas de 40, 50, 60,

70 y 80oC en cada experimento. Una vez alcanzada la máx¡ma dispersión de luz, se

tomó una muestra de 10 ¡rL y se depositó en un trozo de parafilm previamente ubicado

sobre un termoblock temperado a 40, 50, 60, 70 y 80oC, según la temperatura a la cual

se realizó la polimerización. Sobre la muestra se ubicó una gr¡lla de cobre de 400 rnesh

cubierta con un film y carbón y se esperó 2 minutos, luego se depositó la grilla sobre

una gota de 50 pL de agua nanopura previamente ubicada sobre el parafilm a la

temperatura correspondiente e inmediatamente se retiró el exceso de líquido con el

vértice de un papel f¡ltro. La grilla se tiñó depositándola sobre una gota de 50 ¡.rL de

acetato de uranilo 2o/o previamente ubicada sobre el m¡smo parafilm temperado, se

esperó 1,5 minutos y el exceso de colorante se secó con el vért¡ce de un papel filtro.

Las grillas se observaron en un microscopio electrónico Jeol 100 con un aumento de

20.000x.

Análisis Estadístico

Los gráficos, ajustes y pruebas estadísticas se hicieron con el programa GraphPad

Prism v5.0. Para las comparac¡ones se realizaron pruebas estadfsticas T de Sfudenf

de dos colas no pareadas con corrección de Welch. Los p ualues < 0,05 se

consideraron significativos.

La varianza de la divis¡ón ff=6¡¿ se calcula (Box G. E: y col., 2OO8) así:B+b

(r) of = eÁoi + eBoB
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Donde:

(2) u^='*=;

(3) t, -#-#
Se reemplaza (2) y (3) en (1), y se obtiene que la varianza de la división es:

@) ol =fi"2 +firz

Donde a y b son las varianzas de A y B. Por lo tanto el error de la división ffi=C=" "",

tsl ", =,{#(.'+ry)

Para la división f = C f c et errores:

rc¡o" - Eo:- ="1B¿ B

Se utilizan las expresiones (5) v (6), según corresponde para calcular el error de la

división.
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RESULTADOS

Purificación de MlFtsZ

La proteína se purificó utilizando una columna quelante de níquel que se basa en la

formación de un complejo de coordinación entre la cola de h¡stid¡na y el níquel presente

en la resina. La proteína se eluyó con un gradiente de concentrac¡ón crec¡ente de

imidazol en un intervalo de 5 a 500 mM. En la figura 2A se muestra un gel SDS-PAGE

de la purificación de MjFtsZ, se observa que en el cuarto lavado, a una concentración

de imidazol de 200 mM, eluye la mayor parte de la proteína (carril 6). En el carril 8 se

observa la migración electroforética de la proteína concentrada. Se observan otras

bandas que desaparecen al cargar 10 pg de la proteína (figura 2B), por lo tanto se

puede decir que hay principalmente productos de degradación y otras proteínas en

muy baja concentración que no deberían afectar los ensayos.

B¡D. I
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F¡gura 2. Geles dE la pur¡flcac¡ón de MjFtsZ. A. SDS-PAGE de la purificac¡ón de MjFtsZ de la
etapa de cromatografía de afinidad: 1. Sobrenadante después del lisado y centrifugado a 34000
rpm; 2. Muestra del eluído luego de cargar la columna con el lisado celulari 3. Muestra del
lavado 1 con amortiguador A más imidazol 5 mM; 4. Muestra del lavado 2 con amortiguador A
imidazol 20 mM; 5. Muestra del lavado 3 con amortiguador A más imidazol 50 mM; 6. Muestra
del lavado 4 con amortiguador A más ¡m¡dazol 200 mM; 7. Fracción completa del lavado 4
después de dializar toda la noche contra amortiguador B; 8. Muestra concentrada de MjFtsZ. En
los carriles 3-8 todas las muestras son del eluído in¡cial. B. SDS-PAGE de las proteinas
purif¡cadas. I Estándar SDS Vll, en la f¡gura se indica la masa molecular (kDa).2. 10 pg de
EcFtsZ. 3. 10 pg de MjFtsZ.
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Determinación de Ia concentración saturante de GTP

Se determinó el curso temporal de la polimerización mediante la d¡spersión de luz de

de los polímeros de MjFtsZ a pH 6,5. La polimerización se indujo con distintas

concentraciones de GTP desde 30 UM a 2 mM (figura 3A). Los polímeros de FtsZ

dispersan luz, pero una vez que el GTP es hidrolizado los polímeros de FtsZ se

desensamblan y, en consecuencia, disminuye la dispersión de luz. En la figura 3A, se

observa' una rápida pol¡mer¡zación que alcanza un máx¡mo que depende de la

concentración de GTP. Este máx¡mo no aumenta en forma proporcional a

concentraciones por sobre 150 ¡rM de GTP, pues se mantiene relativamente constante

dentro del error experimental. En la figura 38 se graficaron los máximos de d¡spersión

de luz en función de la concentrac¡ón de GTP. En. el gráfico se observa que a

concentraciones de GTP de 500 pM y I mM se alcanza el máximo de dispersión de

luz, por lo tanto, se usó una concentración de 1 mM de GTP en los siguientes

experimentos.
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Figura 3. Dependenc¡a de la polimer¡zación de MjFtsZ respecto a la concentración de
GTP. Se siguió la pol¡merizac¡én de 10 ¡rM MjFtsZ mediante dispers¡ón de luz a 90o en
amortiguador de pol¡merizac¡ón (MES-KOH 50 mM pH 6,5; KCI 300 mM; MgCl2 5 mM) a 60'C
inducida con dist¡ntas concentraciones de GTP. En A se grafica la dispers¡ón de luz e 90o en
un¡dades arb¡trarias en func¡ón del tiempo; en colores se indica la concentración de GTP
util¡zada. En B se grafica el valor de la intens¡dad máx¡ma de dispers¡ón de luz (menos la línea
base) en funcjón de la concentrac¡ón de GTP.
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Polimerización de M¡FtsZ determinada por dispersión de luz

Una solución con polímeros de FtsZ dispersa más luz m¡entras mayor es el largo y

ancho de los polímeros. Esta dispers¡ón de luz se detectó a través del t¡empo en un

espectrofluorímetro, que le asignó un valor de intensidad de luz dispersa respecto a la

luz incidente, en unidades arbitrarias. En consecuencia, la dispersión de luz permitió

seguir la polimerización y despolimerización de MjFtsZ en el tiempo. Ambos eventos se

siguieron después de la inducción de la polimerización de MiFtsZ con I mM de GTP a

distintas temperaturas y concentraciones de proteína. En la figura 4 se observa que al

agregar GTP la proteína polimeriza ráp¡damente, demorando en promed¡o alrededor de

3 segundos en llegar al máximo de pol¡mer¡zac¡ón, por lo tanto no es posible

determinar la velocidad de polimerización. Notablemente, a una misma concentración

de proteína, mientras mayor es la temperatura, mayor es el máximo de dispersión de

luz. Una vez que MjFtsZ alcanza el máximo de pol¡merización, se observa que la fase

estac¡onar¡a de polimerización es muy breve. El aumento del máx¡mo de dispersión

podrÍa explicarse por un cambio en la morfología de los filamentos (largo y/o ancho).

La rapidez de despolimerización aumenta con el aumento de temperatura y de

concentrac¡ón de proteína. Se observa que a 60 "C por sobre 10 ¡rM de proteína,

aparece una segunda fase de despolimerización muy rápida que se repite a

temperaturas mayores. La mitad de la despolimerización - 50% del valor del máximo

de d¡spers¡ón de luz - se alcanza en un rango entre los 12 y 41 m¡nutos, dependiendo

de la temperatura y concentración de proteína. A mayor temperatura y concentración

de proteína la mitad de la despol¡merización se alcanza al menor tiempo.
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Las discont¡nu¡dades del trazo, corresponden a un aumento breve de la dispersión de

luz debido a la formación de burbujas de gas en la solución donde está polimerizando

la proteína. Dada la alta temperatura a la que se encontraba la solución el gas disuelto

en el líquido se expandía y se formaban burbujas de gas conforme trascurría el tiempo.

Como se puede notar a mayor temperatura de reacción, más discontinuidades

presentan los trazos.
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F¡gura 4. Pol¡mer¡zac¡ón y despol¡mer¡zac¡ón de MjFtsZ a d¡stintas temperaturas. Se
siguió mediante dispersión de luz a 90o en amortiguador de polimer¡zac¡ón (MES 50 mM pH 6,5;
KCI 300 mM, Mgclr 5 mM). Al tiempo indicado por las flecha (3,3 minutos), se inició la reacciÓn
agregando GTP a una concentración in¡c¡al de 1 mM. En los paneles se grafica la dispersiÓn de
luz a 90o en unidades arbitrar¡as, en función del tiempo, en colores se indica la concentración de
MjFtsZ utilizada. En los paneles A, B, C, D, y E se muestra la polimerización a 40, 50, 60, 70 y
8ooc, respectivamente.
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Coneentración crít¡ca de MjFtsZ

A partir de los máx¡mos de dispersión de luz a las distintas concentraciones de

proteína, se calculó la concentración crítica a cada temperatura. La concentración

crítica es la mínima concentración de proteína necesaria para iniciar la pol¡merizac¡ón.

La figura 5 muestra la dependencia de la polimerización respecto a la concentración de

proteína, se observa que las rectas a las distintas temperaturas intersectan con el eje

de la abscisa en un punto, cuyo valor corresponde a la concentración crítica. La figura

58 muestra que a medida que la temperatura aumenta, la concentración crítica de

MjFtsZ disminuye (Tabla I ). Se observa tamb¡én que la pend¡ente de las rectas

aumenta con la temperatura (exceptuando la recta a 40 oC), ¡nd¡cando la formación de

polímeros diferentes, dado que la dispersión de luz depende de la forma y largo de los

polímeros. La pendiente de la recta a 40 oC no es comparable con las pend¡entes

determinadas a las otras temperaturas, dado que a 40 oC se usó un filtro atenuador de

4% en lugar del filtro atenuador de 1% usado a las otras temperaturas, debido a la baja

dispersión a 40oC.
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F¡gura 5. Determinación de la concentración crít¡ca a distintas temperaturas. Se Graficó la
máxima intensidad de dispersión de luz en función de la concentración de proteína a 40oC en A
y a 50, 60, 70 y 80oC en B. El punto de intersecc¡ón con la absc¡sa corresponde al valor de la
concentrac¡ón crítica de MjFtsZ a cada temperatura.
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Tabla l. Concentración crítica de M¡FtsZ a d¡st¡ntas temperaturas de pol¡mer¡zación. Se
muestran los valores de las concentraciones crÍticas obtenidas a partir de los valores
caracterÍsticos de las rectas de la figura 5 a distintas temperaturas Los parámetros de las
regres¡ones y las concentraciones críticas se muestran con las desviaciones estándar
proven¡entes del ajuste de la recta. DF son los grados de libertad del ajuste.

Temperatura
cc) Ecuac¡ón de la recta Coef¡ciente de

correlación
(R1

Concentrac¡ón
Crít¡ca
(FM)

40

50

60

70

80

Y = @7,50 r 0,48)x - 186,93 t 4,91

y = (25,44 r 1,36)x 45,571 i 12,09

y = (31,51 i 1,88)x - 50,70 r'13,95

y = (57,00 t 4,13)x - 91,42 ! 18,94

y = (55,87 t 3,74)x - 60,76 ! 14,74

0,9996

0,985

0,985

0,985

0,982

3,94 t 0,1 1

1,79 t 0,48

1,61 * 0,45

'1,60 i 0,35

1,10 ! 0,27

J

5

4

4

Actividad GTPasa

Se midió la activ¡dad GTPasa de MjFtsZ a 40, 60 y 80oC, detectando la producción de

ortofosfato con el primer método colorimétrico descrito por Lanzetta y col. ('1979). En

los paneles A, B y C de la Figura 6 se muestran las curvas de progreso para la

hidrólisis de GTP catal¡zada por MjFtsZ a distintas temperaturas. Para todas las

temperaturas estudiadas la velocidad inicial de la reacción se mant¡ene constante

dentro de los primeros 4 minutos y, mientras mayor es la temperatura de reacción,

menor es el tiempo en que se mant¡ene constante la velocidad inicial. La proteína

hidroliza GTP cuando está formando polímeros, una vez que se insertan los residuos

claves para la actividad GTPasa ubicados en el /oop T7 de un monómero en el sitio

activo de otro. Debido a esto no hay actividad GTPasa bajo la concentración crítica,

pues la proteína está despolimerizada. En el panel 6A se observa que la actividad

GTPasa es muy baja a 40oC entre 5 y 7 ¡rM de MjFtsZ. A esta temperatura la

concentración crítica de MjFtsZ es 4 ¡M, por lo tanto se espera que bajo 4 pM de
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MjFtsZ no haya polimerización y por lo tanto la act¡vidad GTPasa se haga nula, como

se observa en la figura 64, donde prácticamente no hay variación de la velocidad de

hidrólisis. La hidrólisis de GTP a 40 oC a la concentración 3 pM de MjFtsZ es

inespecífica pues no hay actividad GTPasa. Luego, la velocidad se tripl¡ca a una

concentración de MjFtsZ de 7 ¡rM (tabla 2) y se observa también un aumento en la

misma proporción a 10 pM. La actividad GTPasa de MjFtsZ aumenta con la

temperatura (compárense las figuras 6A, 68 y 6C) y, como se observa en la figura 6D,

f a actividad específica se mantiene relativamente constante a 40 oC, sin embargo, a 60

y 80 oC se observa una disminución de la actividad específica conforme aumenta la

concentración de proteína, lo cual podría ocurrir si se establecen interacciones

laterales o alargam¡ento de los polímeros que produzcan una disminución del

intercamb¡o de GDP por GTP en los polímeros.

En la figura 6E se grafica la velocidad in¡cial (equ¡valente a V,a* dado que se usa una

concentración saturante de sustrato) en función de la concentración de proteína, a

partir de este gráfico se puede extrapolar la concentración crítica de MjFtsZ, cuyo valor

conesponde a la intersección con la abscisa. En la tabla 2 se indican las velocidades

máximas, la constante catalítica (k""t) y, las concentraciones crít¡cas determinadas a las

tres d¡st¡ntas temperaturas, excepto a 80oC, que ¡ntersecta en valores negat¡vos. Dada

la alta temperatura, la medición de la actividad GTPasa a 80oC incorpora fuentes de

error, debidas por ejemplo, a la evaporación de la solución. Las concentraciones

críticas indicadas en la tabla 2 son menores a las determinadas mediante dispersión de

luz (ver tabla 1). Esto es razonable, puesto que se requiere la formación de polímeros

de largo suficiente para la detección de la dispersión luz, mientras el ortofosfato total

liberado puede ser detectado desde el inicio de la reacción.
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También se m¡d¡ó la actividad GTPasa de MjFtsZ, detectando la producción de

ortofosfato mediante el método de Lanzetta y col. ('1979) modificado. En la figura 6F, se

muestra el gráfico de velocidad máxima en función de la concentración de MjFtsZ a

distintas temperaturas en un rango de 40 a 80 'C, y en la tabla 3 se resumen los

valores de k""1 determinados. Dado que se utilizó una concentración saturante de GTP,

la velocidad ¡n¡c¡al es ¡gual a la velocidad máxima. En la figura 6F se muestra el gráfico

de veloc¡dad máx¡ma en función de la concentrac¡ón de MjFtsZ (P) a distintas

temperaturas, dada la siguiente expresión:

(7\ v^,* = k"",'lPf

Las pendientes de las rectas graficadas en la f¡gura 6F equivalen a las constantes

catalíticas a las distintas temperaturas.
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F¡gura 6. Curvas de progreso de Ia hidrólisis de GTP debido a la act¡v¡dad GTPasa de
MjFtsZ y su dependenc¡a de la concentración de proteína y temperatura. Se grafica el
ortofosfato (Pi) producido en func¡ón del t¡empo como producto de la hidról¡sis de GTP. Las
figuras 6 A, B y C muestran las curvas de progreso a 40"C, 60"C y 80oC, respectivamente. En D
se grafica la activ¡dad específica en función de ¡a concentración de MjFtsZ, y en E y F, ta
velocidad inic¡al de la reacción en función de la concentración de MjFtsZ a d¡ferentes
temperaturas. Las barras de error corresponden al error estándar del promed¡o de 2
experimentos.
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Tabla 2. Efecto de la temperatura y la concentración de proteína sobre la actividad GTPasa. Se indican las temperaturas y

concentrac¡ones de proteína usadas en las reacciones de pol¡merizac¡ón, las ecuac¡ones de las rectas trazadas sobre los puntos
experimentales de las curvas de progreso, la velocidad inic¡al, la activ¡dad específica calculada como la razón entre la velocidad ¡nicial y la
cantidad de proteína, la kcar y la concentrac¡ón crít¡ca. ND: No determ¡nado. Los errores que se muestran son las desviaciones estándar
provenientes del ajuste de la recta, se muestran también los grados de l¡bertad del ajuste (DF).

Temperatura
('c)

Concentrac¡ó¡
de

5

7

10

Veloc¡dad
¡nicial (UM/m¡n)

1 ,77 ! 0,81

1,29 I 0,65

3,07 r. 0,41

10,15 i 0,57

Act¡v¡dad
éspecíf¡ca

4,08 t 1,87

1 ,43 r 0,72

1 ,74 ! 0,23

2,82 ! 0,16

Ecuación de la recta

y = (1,77 i 0.81)x + 13,94 + 3.11

y = (1,29 + 0,65)x + 16,54 + 2,50

y = (3,07 t 0,41)x + 9,07 t 1,59

y = (10,15 t 0,57)x + 11,71 !2,21

5

Concentrac¡ón
crít¡ca de

1 ,19! O,42 2,79 t 2.60
(DF=2) (DF=2)

5,03 r 0,62 0,63 + 0,83
(DF=2) (DF=2)

7,48 r 0,50
(DF=2)

40

60

ND80

3

5

7

10

y = (9,01 t 2,02)x + 3,88 r.7 ,77

y = (22,23 * 1,65)x + 4,63 f 4,99

y = (35,31 r 3,24)x + 0,47 r9,82

y = (44,91 I 3,54)x + 1,17 t 10,71

5

4

4

4

9,01 r.2,02

22,23 ! I ,65

35,31 ! 3,24

44,91 r 3,54

27 ,81 ! 6,23

24,70 ! 1 ,83

20,02 ! 1 ,84

12,48 i 0,98

3

5

7

10

y = (28,24 ! 4,09)x + 0,21 !15,76

y = (44,92 t 4,24)x + 12,18 r 12,84

y = (55,95 t 5,29)x + 13,03 + 16,02

y = (85,07 t 6,52 )x + 25,51 t 15,97

4

4

28,24 t 4,09

44,92 t 4,24

55,95 * 5,29

85,07 r 6,52

87,16 ! 12,62

49,91 r. 4,71

31,72 r.3,00

23,63 r 1,81
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Tabla 3. k""1 de la act¡vidad GTPasa de MjFtsZ a distintas temperaturas. Se muestran los
valores de la regresión l¡neal de los datos del gráf¡co de velocidad máx¡ma en función de la
concentración de proteÍna de la figura 6F, el coeficiente de correlación de cada recta y las k*t.
Los errores que se muestran son las desv¡aciones estándar provenientes del ajuste de la recta,
el ajuste de cada una de las rectas tiene 2 grados de l¡bertad (DF = 2)

Temperatura
('c) ecuación de la recta

Coef¡ciente de
correlac¡ón

(R1

k".t
(m¡n-1)

40

45

50

55

o5

70

80

y = (2,88 t 0,52)x - 15,78 r:8,12

y = (4,28 r 0,64)x - 19,95 t 9,86

y = (5,75 r0,33)x - 19,03 i 5,07

y = (6,28 t 0,69 )x - 21,0O r8,47
y= (7,24i0,33)x- 16,2'l r3,53
y = (9,19 t 0,58)x - 9,53 t 3,94

y = (10,48 r 0,94)x - 11,45 I 6,39

0,9378

0,9576

0,9936

0,9766

0,9959

0,992

0,984

2,88 r 0,52

4,28 r 0,64

5,75 i 0,33

6,28 i 0,69

7,24 r.0,33

9,19 r 0,58

'10,48 r 0,94

Microscopía electrónica

Para caracterizar los polímeros de MjFtsZ inducidos con GTP a las dist¡ntas

temperaturas de polimerización usadas en los exper¡mentos de d¡spersión de luz a g0o,

se ut¡lizó microscopía electrónica. En la figura 7 se muestran las microfotografías

electrónicas representativas de los polímeros de MjFtsZ induc¡dos a d¡stintas

temperaturas (todas con el m¡smo aumento) y los gráficos respectivos (abajo) de la

distribución de frecuencia del ancho de los polímeros, expresada como la razón entre

el número de veces que se repite un ancho de polÍmero y el número total de polímeros

medidos a cada temperatura. Se observa que a medida que aumenta la temperatura

de inducción de los polímeros disminuye el número de polímeros mientras que el

ancho y el largo de los polímeros aumenta, lo cual es consecuente con el camb¡o en la

pend¡ente de los gráficos de la figura 58, donde los máximos de polimerización

aumentan con el aumento de temperatura.

En la figura 7A se observan polímeros de MjFtsZ inducidos a 40oC, estos polímeros

son cortos y escasos (indicados por puntas de flecha), tienen un ancho promedio de 14
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nm y, como se muestra en el gráfico ¡nferior de la figura 7A, hay una sola población de

polímeros que tiene un ancho en un rango de 7 a 18 nm. Las estructuras formadas por

MjFtsZ a 50 oC son principalmente polímeros dobles y minoritariamente manojos de

polímeros (figura 7B), esto se refleja en la distribución de frecuenc¡a de ancho de los

polímeros (figura 78, gráfico) donde hay una gran población de polímeros con un

ancho en el rango de 14 a 25 nm y tres poblac¡ones reduc¡das por sobre los 25 nm con

anchos var¡ables. Como se muestra en la f¡gura 7F, la cant¡dad de polímeros es

abundante y el ancho promedio de los polímeros es de 27 nm. La abundancia de

polímeros ¡nduc¡dos a 60 oC dism¡nuye a Ia m¡tad respecto a los ¡nduc¡dos a 50 oC, y su

ancho promedio es de 38 nm (f¡gura 7F)- MjFtsZ a esta temperatura forma

pr¡nc¡palmente manojos de polímeros y en menor medida polímeros dobles (figura 7C),

se observan 3 poblaciones de polímeros: una pequeña con un ancho en el rango de 18

a 25 nm y dos poblaciones más grandes con polÍmeros de un ancho entre 29 y 55 nm.

Los polímeros formados a 70 oC son menos abundantes; son principalmente manojos

de polímeros de un ancho promedio de 45 nm (Figura 7F), que const¡tuyen una gran

población de un ancho dentro del rango de 30 a 60 nm (F¡gura 7D, gráfico inferior) con

un reducido número de f¡lamentos delgados y manojos más gruesos (figura 7D,

fotografía). En la polimerización inducida a 80 oC se forman manojos de polímeros de

un ancho prorned¡o de 65 nm (F¡gura 7F) y pocos polímeros dobles que conforman una

población pequeña (figuras 7E, gráfico). En general hay pocos polímeros y, los

manojos tienen un ancho de entre 40 a 55 nm (figura 7F).

En resumen, como se observa cual¡tat¡va y cuantitativamente en la figura 7, con

aumento de temperatura la población de polímeros dobles disminuye y aumenta

número de manojos de polímeros.

el

el
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Figura 7. Fotografías de polímeros de MjFtsZ obtenidas med¡ante microscopía
electrónica. En las figuras 7A, B, C, D y E se muestran los polímeros de MjFtsZ, cuya
polimerización se ¡ndujo a 40, 50, 60, 70 y 80 oC, respect¡vamente. Debajo de cada f¡gura se
grafica Ia frecuenc¡a de distr¡bución del ancho de los polímeros de MjFtsZ. La solución de
polimer¡zación contenía MES-KOH 50 mM pH 6,5; KCI 300 mM; Mgclr 5 mM y MjFtsZ 7 pM
(0,28 mg/mL). La barra en la figura 7E corresponde a 500nm el aumento de la fotografias es
20000X. En la f¡gura 7F se muestra un gráf¡co del ancho promedio de los polímeros a d¡st¡ntas
temperaturas, donde N indica el número de polÍmeros medidos en cada caso de una
microfotograf Ía por temperatura.
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Energías de activación de la actividad GTPasa y la despolimer¡zac¡ón de MjFtsZ

La actividad GTPasa y Ia velocidad de despolimerización de MjFtsZ (7 UM equ¡valente

a 0,28 mg/ml) se midieron por el método de verde de malaquita modificado y mediante

dispersión de luz, respectivamente a 40, S0, 55, 60, 70, 7b y gO.C, en amortiguador

MES-KOH 50 mM pH 6,5; KCI 300 mM; MgCl2 5 mM. A partir de tos gráficos de

dispersión de luz (figura 8A) se calcularon las pend¡entes de la primera fase de

despolimerización, y se obtuvo la velocidad de despolimerizac¡ón (k), cuyo valor se

utilizó para determinar la energía de activación de despolimerización (E"p""). La

actividad GTPasa de MjFtsZ a 40, 45,50, 55, 65, 70 y B0 oC, se midió en et mismo

amort¡guador y los resultados se muestran en la figura 6F, a part¡r de las velocidades

máximas de hidrólisis de GTP se calculó la k""1 (tabla 3), cuyo valor se utilizó para

determinar la energía de activación de la activ¡dad GTpasa (E"o¡,"J. Ambos valores

de la energía de activación Eaoes y Eaerpasa se calcularon a partir de la ecuación de

Arrhenius:

(S) k = A ' e-E'lRr

El gráfico de Arrhenius se construyó utilizando la ecuación:

F(9) lnk = In A- ""
AI

Donde:

R: Constante ideal de los gases

f: Temperatura absoluta

A: Factor de frecuencia

k Veloc¡dad de reacción

Ea; Energía de activac¡ón

32



La figura 8A muestra las curvas de polimerización y despol¡merización de los polímeros

de MjFtsZ 7 pM a diferentes temperaturas y, la figura gB muestra el gráfico de

Arrhenius para las velocidades de despolimerización obtenidas de la primera fase de

despolimerización que se muestran de la figura Suplementaria 1. En la figura gA se

observa el mismo comportamiento antes descr¡to: a mayor temperatura, mayor es el

máx¡mo de polimerizac¡ón y mayor la veloc¡dad de despolimerizac¡ón de MjFtsZ. En la

figura 8B se observa que el gráfico de Arrhenius es bifásico para la velocidad de

despolimerización de MjFtsZ, y el punto de quiebre se produce a los 62 oC. En

consecuencia, hay dos valores de energía de act¡vación uno de 152 kJ/mol (36,3

kcal/mol) para temperaturas de despolimerizac¡ón entre 40 y 62 oC y, una menor

energía de activación de 94,0 kJlmol (22,5 kcal/mol) para temperaturas de

despolimerización por sobre los 62 oC. Estas dos energías de activación de

despolimerización se relac¡onan con la estructura de los polímeros a las diferentes

temperaturas ensayadas. Así la población de polímeros más cortos y delgados tiene

una mayor energía de activación de despolimerizac¡ón que la otra población. Se

observa también que la estab¡l¡dad de los polímeros disminuye con la temperatura y al

graficar el tiempo de permanencia de los polímeros en función de la temperatura se

observa un quiebre a 60'C (figura 8C), exceptuando el punto a 40 oC debido a que

como se observa en la microscopía electrónica a esta temperatura hay una escasa

formación de polímeros.

La figura 8D muestra el gráfico de Arrhenius para la constante catalít¡ca de la act¡v¡dad

GTPasa depend¡ente de la polimerización, aquí se observa que el comportam¡ento de

MjFtsZ tamb¡én es bifásico, y el punto de quiebre se produce a los 49 oC, por lo tanto

durante la hidrólis¡s de GTP aparecen en el gráfico de Arrhen¡us dos energías de
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activación distintas, una a temperaturas bajo los 49 'C cuyo valor es de 58,2 kJ/mol

(13,9 kcal /mol) y, una menor energía de activación de valor 19,7 kJ/mol (4,7 kcal/mol)

para la actividad GTPasa por sobre los 49 oC. Es notable que a altas temperaturas

(sobre 50 "C) la energía de activación para la actividad GTPasa de MjFtsZ es similar a

la reportada para la de polimerización de microtúbulos (4,8 kcal/mol), pr¡ncipalmente

dada por el rompimiento de las ¡nteracc¡ones laterales (Molodtsov y col_, 2005).
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F¡gura 8. Energías de activac¡ón para la act¡vidad GTPasa y la despolimer¡zac¡ón de
MjFtsZ a d¡st¡ntas temperaturas. La f¡gura 8A muestra la dispers¡ón de luz a 90o en func¡ón
del tiempo a dist¡ntas temperaturas. La figura 88 muestra el gráfico de Arrhenius de la velocidad
de despolimerización de MjFtsZ, k, Ea corresponde a la energía de activac¡ón calculada para
cada recta. En 8C se grafica el tiempo de permanenc¡a de los polímeros en func¡ón de la
temperatura. 8D muestra el gráfico de Arrhenius para la velocidad de hidrólisis de GTP
catalizada por M.iFtsZ, se ¡ndican las ecuaciones de las rectas y la energía de activación
calculada en un ¡ntervalo de temperatura entre 40 y 80 'C.

Tcmpáátura, 'C

34

2

I



Efecto de la temperatura sobre AG", AH* y A§* de la actividad GTpasa y la

despolímer¡zación de MjFtsZ

En la determinación de la energia libre, entropía y entalpía del estado activado se

utiliza la teoría de las velocidades absolutas que se basa en la mecánica estadística, a

diferencia la ecuación de Arrhenius usada para determinar la energía de activación,

que se basa en la teoría de las colisiones (Castellan, G., 1 974) . La teoría de las

velocidades absolutas de reacción la desarrolló H. Eyring en 1935, basándose

fundamentalmente en la postulac¡ón de que los reactantes se encuentran siempre en

equ¡librio con el estado de transición, lo cual se deduce de consideraciones

estadísticas de que el número de moléculas que han adquir¡do la energía necesaria

para alcanzar el estado activado es proporcional a e-E'Rr, cuyo valor se ¡ncrementa con

la temperatura. El equilibrio entre los reactantes y el estado de transición se expresa

como:

A+B <-----) M.

Donde la constante de equilibrio es

. ttr¡-l

^ 
=ÉÉ

La velocidad de la reacción está dada por la velocidad a la cual los complejos

activados se descomponen en productos

M* ------+ Productos

En la teoría de las velocidades absolutas la constante de veloc¡dad, k, es:

(ro) /r = /r(a-/a)+K-

Donde T es el "factor de frecuencia" de Eyr¡ng, y kappa (K) el factor de transmis¡ón, el

cual m¡de la probab¡l¡dad promedio que tienen los reactantes cuya energía excede AEo
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de reaccionar efectivamente. Q* y Q son las funciones de partición, y miden el número

de estados térmicamente accesibles entre la cima y el pozo del potenc¡al energético.

Dado que las reacciones químicas son procesos mecano cuánticos, la probabilidad de

que aquellos reactantes que estén suficientemente energizados realmente reaccionen

no es I (Jordan, P., 1999).

El coeficiente de transmisión generalmente es cercano a 1,0 para reacciones s¡mples.

Sin embargo, hay una gran atenuac¡ón de r para reacc¡ones complejas debido al roce

viscoso del medio. En catálisis enz¡mát¡ca la teoría del estado de transición se usa sólo

cualitat¡vamente o para ver camb¡os en las veloc¡dades donde el coef¡c¡ente de

transmisión y otros efectos se cancelan y asÍ pueden ser ignorados (Fersht,4., 1999).

Para determinar el valor del factor pre-exponencial en la ecuac¡ón de Eyring hace falta

conocer las masas atóm¡cas, arreglo geométrico, las constantes de fuerza de los

enlaces de valenc¡a y el largo de los enlaces, entre otros, de las moléculas que

conforman el complejo activado (Jordan, C. P., 1979; Herschbach y cols., 1956). Todo

esto impide el cálculo del factor pre-exponenc¡al en el sistema FIsZ-GTP ó FIsZ-GDP

que está formado por múltiples átomos, en consecuencia se asumirá que r(Q-/Q)= 1, y

todas la variables termod¡nám¡cas que se calculen serán aparentes, en este sent¡do

aquí se utiliza la teoría del estado de transición cual¡tativamente.

La constante de equilibrio K* en la ecuac¡ón (10) puede escribirse en función de una

energía* de G¡bbs estándar de activación AG*:

(11) AG' = -RTln K' = -RTln(,.}¿ / r (Q. /Q)k¡T)

De forma que k se puede expresar como:

(12) ¡c= r(a./a)Te ^G"/Rr

(13) L = . (a./a) T e-aH'lRreas'/R
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Dondei

R: Constante ideal de los gases

kó: Constante de Boltzman

h: Constante de planck

Tt Temperatura absoluta

k Constante de velocidad

AH*: Cambio de entalpía de activac¡ón

AS": Camb¡o de entropía de activación

rc: Factor de transmisión

(Q7Q): Función de part¡c¡ón

A part¡r de la expresión (12) se calculó el AG* utilizando K(e{,/e) = I, la velocidad de
desporimerización (k) y ra k""1. para carcurar aH* se toma er rogaritmo naturar de ra
constante de veroc¡dad respecto ar inverso de ra temperatura absoruta y se obtiene:

(14) ffi= -toni*' 
=-Eo/R

Esta expresión se utirizó para carcurar aH. a partir de ras ener§as de activación de ra
despolimer¡zación y de la activídad GTpasa previamente calculadas. para determinar
AS* se utilizó la relación:

(1s) 
^G'= ^H'-T^S.
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Tabla 4, AG', AH. y AS- aparentes de la veloc¡dad de despolimerizac¡ón. Se muestran los
valores de energía de activación, y los valores aparentes de Ia energÍa de Gibbs de activación,
entalpía de activación y entropÍa de activación calculados para la velocidad de
despolimer¡zac¡ón de MjFtsZ, considerando K(ex/e):1.

Temperatura ("G) Ea (kJ/mol) AG' (kJ/mol) AH. (kJ/mol) AS. (J/mol.K)

40
50

bU
70
75
80

91,3
89,6

149,2
149,1

184,9
184,2151,8

94,0

ao^ 149,1

91,2
91,1
91,1

183.1
87 ,4
87,0
87 ,2
87 ,2

11 ,5
12,2
11 ,4
11,0

Tabla 5. AG., AH. y AS' aparentes de la act¡v¡dad GTPasa. Se muestran los valores de
energÍa de act¡vación y los valores aparentes de la energía de Gibbs de act¡vación, entalpía de
activación y entropía de act¡vac¡ón calculado para la act¡vidad GTPasa de MjFtsZ, considerando
K(QYQ) = 1

Temperatura (oC) E" (kJ/mol) AG- (kJ/mol) AH. (kJ/mol) AS- (J/mol.K)

40
45
50

65
70
80

58,2
84,7
85,0

55,6
55,6

-92,9
-92,7

19,7

85,6
86,8
89,1
89,8
92,1

16,9
16,9
16,8
16,8
16,7

-212,6
-212,9
-213,7
-212,7
-213,5

Como se puede observar en las tablas 4 y 5 la entalpía de activación (AH.) es menor a

mayores temperaturas en la despolimerización de MjFtsZ (p < 0,0001; entre 62 y 80

'C) y la actividad GTPasa (p < 0,0001; entre 49 y 80 oC), vale dec¡r, la AH* es más

favorable tanto para la despolimerización como para la actividad GTPasa a mayor

temperatura. La entropía de activación (AS-) de la actividad GTPasa es desfavorable,

siendo menos favorable a altas temperaturas (p < 0,0001), cond¡ción en la cual se

observa la mayor actividad GTPasa de MjFtsZ. Por otra parte, en la despol¡mer¡zac¡ón,

la entropía de activación es favorable, pero al igual que en la activ¡dad GTPasa, la AS.
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de la despolimerización es mayor a bajas temperaturas (entre 40 y 62 oC), y dism¡nuye

(p < 0,0001) con el aumento de la temperatura.

La energía de Gibbs de activación (AG.) es positiva a todas las temperaturas y se

torna levemente menor a las temperaturas más bajas en la actividad GTpasa ip =

0,0300; entre 40 y 49oC), m¡entras que durante la despolimerización el AG* no es

significativamente distinto entre altas y bajas temperaturas 1p = 0,0577).

Los valores de AG*, AS- y AH* mostrados en las tablas 4 y 5 se calcularon util¡zando

r(Q./a) = 1, este factor pre-exponencial aquí no está determinado y se supone que su

valor es l, como para las reacciones enzimáticas. Sin embargo, para reacc¡ones

bimoleculares en fase gaseosa de moléculas inorgánicas se estimó que este valor

puede variar entre 0,01 y 100 (Jordan, P., 1999; Herschbach, D.R. y col_, 1956). En

consecuencia, no se puede afirmar que los valores de AG-, AS. y AH- calculados

sean exactos, sin embargo, las tendencias antes descritas de cada variable

termodinám¡ca entre altas y bajas temperaturas se mantienen como se muestra en la

figura Suplementaria 3.
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DrscustÓN

En este trabajo, se purif¡có MjFtsz recombinante sobreexpresada en E coli del

organismo hipertermófilo Methanococcus jannasch¡i, y se caracterizó la polimer¡zac¡ón,

despolimerización y la activ¡dad GTPasa a distintas temperaturas. En trabajos previos

se ha explorado la polimerización y observado la morfología de los polímeros de

MjFtsZ en condic¡ones dist¡ntas a las que se encuentra en el organlsmo hipertermófilo.

se han observado los diferentes tipos de polímeros formados por la proteína mediante

microscopia electrónica (Lówe & Amos, 1999; Lówe & Amos, 2OOO), al inducirlos con

altas concentraciones de Ca2* a temperatura ambiente (20-30.C), una condición que

no ex¡ste en el c¡toplasma de la archaea. En un acercamiento un poco más fisiológico,

se caracterizó la polimerización inducida por GTp y el análogo no hidrolizable

GMPCCP, por dispersión de luz y microscopía electrónica y, se analizó la influencia de

Mg'-, K', Na- y EDTA a 55 'C (Ol¡va y cot.,2Oe3). Como se observa, estas cond¡c¡ones

no reflejan su comportamiento en las condiciones óptimas de crecimiento de M.

jannaschii, alta salinidad y temperatura alrededor de 85 .C, condiciones en las que

naturalmente se encuentra la proteína en el c¡toplasma dela archaea.

Con el propósito de entender cómo polimeriza FtsZ en las condiciones extremas en

que vive el termófilo, se determinó el curso temporal de la polimerización de MjFtsZ

mediante dispersión de luz a dist¡ntas temperaturas. Se observó que el aumento de la

temperatura y de la concentración de proteína potenc¡an la polimerización de MjFtsZ,

así se observó un aumento de la dispersión de luz, relac¡onado directamente con la

formación de manojos de polímeros y un incremento de la act¡v¡dad GTpasa, debido al

aumento de la hidrólisis de GTP. Ambos eventos afectaron Ia estabilidad de los
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polímeros que se reflejó como una disminución de la duración del estado estac¡onario.

se observó también una despolimer¡zación más rápida de los polímeros al aumentar Ia

temperatura.

En un mecanismo de polimer¡zación cooperativa, la fragmentación de los polímeros es

varios órdenes de magn¡tud más desfavorable que la despolimerización en los

extremos del polímero, tamb¡én presenta una concentrac¡ón crítica que implica una

trans¡c¡ón abrupta entre un estado despolimerizado y la pol¡mer¡zación, generándose

una latencia cinética en la polimerización a concentraciones cercanas a la

concentración crít¡ca que d¡sm¡nuye con el aumento de la concentrac¡ón de proteína.

La fase de elongación sumada a la fase de nucleación resulta en polímeros largos en

equilibrio con una población de monómeros cuya concentración es equivalente a la

concentración crít¡ca. Aunque aún no se sabe si el mecanismo de polimerización es

cooperativo o isodésmico, hay mucha evidencia a favor del mecanismo cooperativo.

Los resultados obtenidos, muestran una concentración crítica, coinc¡diendo con el

mecan¡smo de polimerización cooperativo.

Al graf¡car Ia dispersión máxima de luz en función de la concentración de MjFtsZ se

observa, al igual que en EcFtsZ, la existenc¡a de una concentración crítica

característ¡ca de un mecanismo de polimerización cooperat¡va. Se determinó la

concentración crítica a distintas temperaturas (figura 5) y se observó una disminución

de la concentración crÍtica conforme mayor es la temperatura de polimerización. Lo que

se cond¡ce con un aumento en la polimer¡zación. Sin embargo, la observación de un

aumento de la máxima d¡spers¡ón de luz con el aumento de temperatura a una misma

concentrac¡ón de proteína (figura 5B), vale decir, una vez que la proteína polimer¡za los

41



máximos de d¡spersión son mayores a más alta temperatura, sugiere la formación de

polímeros de formas distintas a cada temperatura. Este fenómeno se confirma en las

microfotografías (figura 7), donde se observa la disminución del número de polímeros

angostos de 7 a 2O nm de ancho, y el aumento de la población de manojos de

polÍmeros de 40 a 80 nm de ancho (figura 7F), además de una d¡sminución el número

de polímeros conforme aumenta la temperatura. por consiguiente, consecuente con

un mecanismo de polimerización cooperativa, Ia población de polímeros que forma

MjFtsZ conesponde a polímeros largos y manojos en lugar de pequeños fragmentos de

polímeros.

Previamente se describió una concentración crítica de MjFtsZ de * 2pM a SSoC (Oliva y

col., 2003) en el mismo amortiguador de reacción aquí usado. Los valores de

concentración crít¡ca de MjFtsZ determinados a las distintas temperaturas son similares

al descrito, excepto a 40oC que presenta una concentración crítica de 3,94 ¡rM. Enke

los 50 y 80'C de temperatura la concentrac¡ón crít¡ca es menor y se encuentra en un

rango de 1,1 - 1,8 pM, donde las menores concentraciones se corresponden con las

mayores temperaturas de polimerización. En general, a 40oC la polimerización de

MjFtsZ está muy disminuida, como lo indica la escasa formación de polímeros

(microfotrografías figura 7A) y la baja actividad GTPasa, con una consecuente

disminución en la producción de ortofosfato, excepto al aumentar la concentración por

sobre la concentrac¡ón 7 y 10 pM (figura 6A).

Se ha reportado en varios trabajos que la velocidad de hidrólisis catalizada por FtsZ es

dependiente de la concentración de proteína (Romberg y col., 2001; Scheffers y col.,

2002; Mingorance y co\.,2001). En nuestro trabajo se confirmó que la velocidad inicial

de hldrólisis es mayor a mayores concentrac¡ones de proteína y a mayor temperatura
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de reacción. En E. coli la concentración de EcFtsz en el citoplasma fluctúa alrededor

de 4 y 10 ¡rM (Lu y cot, 1998; Kubitschek, 1986), Io cuat nos sirve de punto de

referencia para analizar el efecto de la temperatura. A 40"C MjFtsZ requiere de

concentraciones mayores a 5 UM para inducir la formación de filamentos cortos y

delgados, equivalentes a dobles protofilamentos (como se ve en la figura 7A), e ¡nduc¡r

una discreta actividad GTPasa, como se observa en las curyas de progreso (figura 6A).

Por sobre los 50'C, MjFtsZ ya a concentraciones de 3 pM forma polímeros y presenta

act¡vidad GTPasa detectable. se ha estimado que la actividad específ¡ca de FtsZ de

Escherichia coll (EcFtsZ) es aproximadamente 4,S /m¡n.Ftsz en condiciones óptimas

de polimerización, es decir, pH 6,5, en presencia de Mg2*, altas concentraciones de K*

y a 30 "C (Romberg y Mitchinson, 2004). Para MjFtsZ a 40 .C la vetocidad promedio

de hidrólisis de GTP es de =4 ¡rM/min, similar a la reportada para EcFtsZ, sin embargo

a 80'C la velocidad promedio de hidrólisis de GTP es de =54 pM/min, superior a la

reportada para EcFtsZ (Romberg y Mitchinson, 2004). En consecuencia, a g0.C

MjFtsZ está en una condición de polimerizac¡ón que permite una alta actividad

GTPasa, incluso superior a la de un organismo mesófilo.

Es necesario considerar que en el contexto celular es necesario un equilibrio entre la

polimerización y despol¡merización de FtsZ, puesto que la formación de polímeros

permite el establecimiento del anillo Z y el posterior reclutamiento de las proteínas del

divisoma y, por otro lado, la despolimerización perm¡te la constricción del an¡llo durante

el proceso de citoqu¡nes¡s. Si los polímeros despol¡mer¡zan demasiado rápido no se

podría establecer el anillo Z y, por el contrario, la formación de polímeros demasiado

estables impediría la constr¡cc¡ón del anillo Z, y en consecuencia la división celular. Por

lo tanto, MjFtsZ altamente dinámica tanto en la polimerización como en la
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despolimerizac¡ón favorece la progresión del ciclo celular, permit¡endo el

establecimiento del anillo Z y su poster¡or constricción en la citoquinesis. Como se

observa, la actividad específica de FtsZ disminuye conforme aumenta la concentración

de MjFtsZ (figura 6D) a 60 y 80 oC, lo cual se espera que ocurra debido a una

disminución del intercambio de GDP por GTP en el polímero. Esta disminución del

intercamb¡o de GDP por GTP en el polímero, a su vez, podría deberse al

establecimiento de interacciones laterales y a la disminución del número de puntas de

polímeros causado por la d¡sm¡nuc¡ón del número de polímeros y a su alargam¡ento.

Por lo tanto, conforme aumenta la temperatura MjFtsZ presenta una mayor velocidad

de hidrólisis y actividad específica, pero a su vez el establecimiento de ¡nteracc¡ones

laterales y longitudinales a altas temperaturas podría tener un rol estabilizador de los

polímeros de MjFtsZ.

Los resultados de microscopía electrón¡ca muestran por primera vez que a medida que

se aumenta la temperatura por sobre los 50 "C emp¡ezan a formarse sábanas

bidimensionales, que a mayores temperaturas se agrupan como manojos- La inducción

de sábanas y túbulos de alrededor de 20 nm de ancho sólo se había observado con un

aumento sustancial de la concentración de calcio (8 - 10 mM) tanto con EcFtsZ como

con MjFtsZ a temperatura ambiente (20 - 30 'C) (Lówe y Amos, 1999). A 40'C MjFtsZ

forma filamentos cortos y curvos (figura 7A). Asi, a bajas temperaturas la formación de

hojas y túbulos se debería solo a la inducción por Ca2* que no tendría una mayor

relevancia f¡s¡ológ¡ca, pues las concentraciones de calcio ut¡l¡zadas están varias

órdenes de magnitud por sobre las presentes en una célula. Como se d¡jo, a

temperaturas mayores a 50 'C se observa la formación de manojos largos polimeros

(Figura 7B), resultados que se ven conf¡rmados por las observac¡ones de Oliva y col.,
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(2003), que muestran el mismo tipo de estructuras a 55'c utilizando MjFtsZ con y sin

cola de poli-histidina. Esto valida los resultados aquí expuestos, y por otra parte,

sugiere que Ia adición de Ia cola de poli-hist¡dina, necesaria para la purificación de la

proteína, no provoca diferencias significativas entre los resultados. En incubaciones a

temperaturas mayores a 50'C se observa una disminuc¡ón del número de filamentos,

con un notor¡o aumento del número de manojos, y un aumento del largo y ancho de

éstos (figura 7F) conforme aumenta la temperatura.

La conducta bifásica de la energía de activación se correlac¡ona con la distribución de

la forma y tamaño de los polímeros. Así, a bajas temperaturas entre 40 y 60 oC la

energía de act¡vación de despolimerización de los numerosos polímeros cortos y

delgados es mayor que la obtenida por sobre los 60 oC donde abundan las hojas y

manojos. El aumento de la temperatura induce la formación de manojos de

protof¡lamentos anchos y largos sobre 60 oC y su despol¡mer¡zac¡ón muestra una

energía de activación menor. La actividad GTPasa es muy baja a 40 oC y aumenta

alrededor de 5 veces cuando la temperatura se incrementa en 20 oC. La energía de

activación entre 40 y 60 oC es 1,6 veces mayor que entre 60 y 80 oC, lo que se

correlaciona con el cambio de forma de los polímeros y su despolimerización.

Notablemente, MjFtsZ presenta un comportamiento bifásico en un gráfico de Arrhenius

tanto para la velocidad de despolimerización como para la activ¡dad GTPasa. De aquí

se pueden obtener dos energías de activación d¡st¡ntas para dos rangos de

temperatura que presentan un punto de quiebre de 62 y 49'C para la

despolimerización y la actividad GTPasa, respectivamente. Este comportamiento

bifásico de los gráficos de Arrhenius, nunca antes documentado para FtsZ, es propio

de algunas proteínas termóf¡las, pero es un fenómeno poco frecuente (Vieille y Zeikus,

45



2001). El comportamiento l¡neal usual en los gráficos de Arrhenius proviene del hecho

que las constantes de velocidad individuales dependen de la temperatura de modo

proporcional en un rango de temperatura dado. Por el contrar¡o, el cambio de

pendiente en un gráfico de Arrhenius bifásico se explica de dos formas. La primera es

que las dependenc¡as respecto de la temperatura de las constantes de veloc¡dad de la

reacción enzimática son muy d¡stintas entre sí, de modo que al cambiar la temperatura

de la reacción sus contribuciones a la velocidad de reacc¡ón camb¡an sustancialmente

generando un camb¡o de pendiente en el gráfico de Arrhenius. La segunda explicación

para este comportam¡ento se basa en un cambio de fase de la enzima, por esto se

aplica usualmente a enzimas asociadas a membrana. Así, una enzima rodeada

parcialmente por fosfolípidos cambia su forma en uno de los pasos limitantes de la

velocidad de la reacción, lo que lleva a la aparición de cambios compensatorios en la

entalpía y entropfa de activación a la temperatura en que los fosfolípidos se licúan, de

modo que la entalpía de activac¡ón es necesariamente menor sobre esta temperatura

(Londesborough, 1 980).

S¡ la veloc¡dad de hidrólisis de GTP está dada por la hidrólisis de GTP en el polímero,

que es la etapa limitante (Romberg y Mitchison, 2004), entonces la formación de los

productos está dada por:

FISZ-GDP + GTP
k1

kr
Ftsz-GTPY ntrz-cnl+4

reacción es lFtszo] (que corresponde lFtszr-Ftszcc]) y bo

i :. .

Lo que se conoce en esta

[GTP] que están dados por:

FtsZo=FtsZ+x

bo=[+¡
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Si bo>>> FtsZo, entonces X <<< bo de allí que b = bo

Considerando lo anterior y si el primer paso de intercambio de GDP por GTP en FtsZ

es rápido y alcanza el equilibrio, es decir s¡ kz<<< k-r se tiene k¿ = k-r/kr

Luego en el estado estacionar¡o tenemos que:

(16) x=(Ftsz6- x)b7k¿

Así, esta ecuac¡ón se puede arreglar y se liene:

(17) x=Ftszo/([k¿/bl+1)

El segundo paso de la reacción es FISZ-GTP -, FtsZ -GDP + P¡ y es una s inple

reacción de primer orden cuya constante es k2 y se tiene:

(18) v=k2x=k2(Ftszo)/([kdlb]+1) =kz(Fts4)b/(k¿ + ü)

La ecuac¡ón anter¡or es del tipo M¡chaelis y Menten (MM) por lo tanto si bo es saturante

es dec¡r b >> k¿ sé t¡ene que la ecuación de velocidad de la reacción de hidrólisis es:

(19) v= kz(FtsZo)

Donde:

kr: Es la constante de velocidad de intercambio GDP por GTP.

k2: Es la constante de velocidad de la hidrólis¡s de GTP.

Por lo tanto, el comportam¡ento b¡fásico podría ser causado por la dependenc¡a dist¡nta

respecto a la temperatura de kt o ka situación difícil de diluc¡dar con nuestros

resultados. Un modelo que se adapta a la formación de hojas con la temperatura y que

podría dar cuenta del cambio de pendiente en el gráfico de Arrhenius, es un camb¡o de

la constante k1 y de la constante kz con la temperatura. AsÍ la polimerizac¡ón de

protofilamentos induciría una actividad GTPasa con mayor energía de activación que

cuando eslos ¡nteractúan para formar hojas. Lo mismo podría ocurrir durante la
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despolimerización, pues como se mide el cambio en dispersión de luz y esta es mayor

para hojas y manojos de éstas, su despolimer¡zac¡ón tendría una energía de activac¡ón

menor a mayores temperaturas.

Otro modelo compatible, tiene relación con el camb¡o de estado de la enzima, discutido

anteriormente, y con otros hallazgos para la despol¡merización de EcFtsZ. Así, aunque

FtsZ es una proteína soluble, exper¡menta un cambio de estado (cambio en las

poblaciones de ensambles conformac¡onales) al hallarse unida a GTp y rodeada de

otros monómeros cuando es parte de un polímero y/o un manojo. Otro cambio de

estado fue descrito por Romberg y col., 2004, donde se reportó que el paso limitante

de la velocidad es la hidrólisis de GTP, y que los polímeros de FtsZ-GDp son curvos

mientras que los polímeros de FtsZ-GTP son rectos. De este modo, los datos

reportados en la l¡teratura en conjunto con los resultados aquí presentados, sugieren

que el comportamiento bifásico observado tanto en la despolimerización como en la

activ¡dad GTPasa de MjFtsZ a distintas temperaturas, podría estar relacionado con

camb¡os de estado experimentados por la proteína: la formación de manojos de

f¡lamentos y el cambio en la curvatura de los polímeros al hidrolizar GTP. Y

precisamente los camb¡os de estados en el paso limitante de la velocidad de la

reacción, la hidrólisis de GTP en este caso, llevarían a la aparición de cambios

compensator¡os en la entalpía y entropía de activación a la temperatura en que MjFtsZ

tiene una alta act¡v¡dad GTPasa, de modo que la entalpía de activación es

necesar¡amente menor sobre esta temperatura.

No debemos descartar la pos¡bil¡dad que los gráficos de Arrhenius pueden ser

distorsionados como resultado de diversos factores, entre ellos, las mediciones

realizadas a una única concentración de sustrato, donde la dependencia de la
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temperatura de las constantes de Michaelis-Menten y una posible inhibición por

sustrato se mezclan con la dependencia de la velocidad (Londesborough, 19go). Esto

últ¡mo es posible en el presente trabajo, dado que las mediciones se realizaron a una

única concentración de GTP. sin embargo, aquí se puede descartar la posibilidad de

un comportamiento arlefactual, pues como se obserya en la figura 3A Ia dispers¡ón de

luz de los polímeros de MjFtsZ a lmM de GTp es tan alta como la observada con el

doble de GTP.

La formación de hojas y manojos se ve favorecida con la temperatura lo que se puede

explicar a través de ¡nteracciones hidrófobas que son favorecidas a mayores

temperaturas, pues son de tipo exergónicas de acuerdo a la ecuación AGo= AHo-TASo.

En este caso es el térm¡no TAs el que favorece la energía libre de polimerización en

presencia de GTP. Estas mismas interacc¡ones se ven desfavorec¡das en presencia de

GDP e inducen la despolimerización de manojos y hojas, y en último término de los

protofilamentos.

La formación del estado activado para la actividad GTPasa es un proceso endergónico

(AG. > 0), donde el valor de la entalpía de activac¡ón es menor a mayor temperatura_ El

valor de la entropía de activación de la actividad GTPasa es negat¡vo a todas las

temperaturas estudiadas y sobre 50 oC es aún menor, a su vez, Ia energía de activación

es menor y la actividad GTPasa mayor.

El conjunto de estos resultados indican que el estado de transición es menos

desfavorecido por el cambio de energía interna (AH*) sobre 50 oC, pero entróp¡camente

más desfavorable. En consecuencia, el estado de transición a temperaturas altas se

encuentra más ordenado que a temperaturas más bajas, lo cual sugiere que el número

de ensambles conformacionales es menor a mayor temperatura.
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Dado que el sitio activo de una enzima es complementario al estado de transición del

sustrato más que a su estado fundamental, la d¡sminución de los posibles ensambles

conformacionales a temperaturas sobre 50 oC, coincidiría con el aumento de la

actividad GTPasa. Dicho aumento de la actividad GTPasa, se debería al aumento de la

probab¡lidad de alcanzar el estado de transición producto de la disminución de los

ensambles conformacionales.

La h¡drólisis de GTP es el paso l¡mitante de la velocidad de reacción de MjFtsZ, por lo

tanto esta transición en el sitio activo de Ia proteína durante el paso limitante de la

velocidad, concordaría con la ex¡stenc¡a de dos energías de activación: 1) Bajo 50 oC

con varios ensambles conformacionales posibles y por lo tanto un estado de transición

menos probable, y 2) Sobre 50 oC con menos ensambles conformacionales posibles

(una estructura más ríg¡da) y por lo tanto un estado de trans¡c¡ón más probable.

La formación del estado activado para la velocidad de despolimerización también es un

proceso endergónico AG. r 0), donde el valor de la entalpía de activación es menor

sobre 60 oC. A d¡ferencia de la actividad GTPasa, el valor de la entropía de activación

de la velocidad de despolimerización es positivo, siendo menor a temperaturas sobre

los 60 oC. Además sobre 60 oC la energía de activación es menor, hay una mayor

formación de manojos y polímeros largos, y la velocidad de despolimerización es

mayor.

Estos resultados indican que el estado de transición de la despolimerización es menos

desfavorecido por el cambio de energía interna (AH.) sobre 60 oC, y que pese a que la

despolimerización está entrópicamente favorecida a todas las temperaturas, lo está en

menor medida sobre los 60 'C. En consecuenc¡a, el estado de transición a

temperaturas bajas se encuentra más desordenado que a temperaturas más altas.

Esta entropía de activación de la velocidad de despolimerización podría generarse por
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la curvatura de los polímeros de MjFtsZ una vez que el GTp es h¡drol¡zado, previo a la

despolimerizac¡ón de los polímeros.

La energía interna (AH*) del estado activado de Ia despolimerización, en general a

cualqu¡er temperatura es menos favorable comparada con AH* de la actividad GTpasa.

En contraste, la entropía de act¡vación de la velocidad de despolimerización favorece

(aunque levemente) esta transic¡ón. Vale decir, para la veloc¡dad de despolimerización

el estado de transic¡ón es favorecido por la entropía de activación y no por la energía

interna de activación.

En la varlación global de la entropía de activación de la velocidad de despolimerización

contribuyen las interacciones laterales y longitudinales entre polímeros de FtsZ,

produciendo una disminución de la entropía debido a la organización de los polímeros

de FtsZ en manojos. Sin embargo, la disminución de las moléculas de agua

organizadas alrededor de la superficie de un manojo en lugar de la superficie mayor

proporcionada por cada polímero por separado produce un aumento de la entropía.

También se debe considerar que el aumento de la temperatura deja más expuestas las

cadenas laterales de los res¡duos am¡noacidícos de la proteína, lo cual genera una

disminución de la entropía deb¡do al aumento de la superficie hidrófoba expuesta,

alrededor de la cual las moléculas de agua se organizan minimizando la superficie de

contacto.

En resumen, tanto para la act¡v¡dad GTPasa como para velocidad de despolimerización

se generan compensaciones entre AS* y AH*, en respuesta al aumento de la

temperatura, durante el establecimiento y ruptura del complejo act¡vado.
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RESUMEN DE RESULTADOS

con experimentos de dispersión de luz se determinó la concentrac¡ón crítica de Ia

proteína en un intervalo entre 40 y 80 'C, y se observó que la concentración crítica

disminuyó conforme la temperatura aumentó. La despolimer¡zación de MjFtsZ fue

rápida y con una breve fase estacionaria a las mayores concentraciones de proteína y

temperatura de polimerización.

La misma tendencia se observó en Ia actividad GTpasa de MjFtsZ donde a mayor

temperatura aumentó la actividad específica. se determinó que a temperaturas bajas

como 40'C la proteína t¡ene muy baja activ¡dad GTpasa y casi no hay formación de

polímeros. A partir de la act¡vidad GTPasa se determinó la concentración crítica bajo la

cual no hubo actividad hidrolítica detectable. Se encontró que el valor de la

concentrac¡ón crítica es inferior al observado por dispersión de luz, pues med¡ante esta

última técnica no se puede detectar polímeros cortos que dispersan poca luz, pero sí

hidrolizan GTP que perm¡te med¡r la act¡vidad GTPasa a más bajas concentraciones de

FtsZ.

El aumento de dispersión de luz durante Ia polimerización y el cambio de pendiente de

la recta para determinar la concentración crítica sugirieron la formación de polímeros

más largos y/o anchos a mayores temperaturas lo que se confirmó por microscopía

electrónica. Se encontraron manojos más anchos y largos conforme aumenta la

temperatura, que presentan una menor energía de activación de despolimerización y

de act¡v¡dad GTPasa, a diferencia de los filamentos obten¡dos a más bajas

temperaturas que fueron más angostos y cortos, con una menor dispers¡ón de luz y

mayor concentración crítica, y una energía de activación de despolimerización y de
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activ¡dad GTPasa mayor. se puede explicar la mayor energÍa de activación por la

menor actividad GTPasa a temperaturas bajas, lo que aumenta el tiempo de

permanencia de los polímeros y hace más lenta la despolim erización de los f¡lamentos.

Un gráfico de Arhenius bifásico, es poco frecuente en enzimas termófilas. Esta

conducta sugiere distintas dependencias de las constantes cinéticas de

despolimer¡zac¡ón respecto a la temperatura, ó que morfología de los polímeros de

MjFtsZ afecta la activ¡dad GTPasa generando cambios en la entalpía de activación de

la despolimerizac¡ón. La explicación más parsimoniosa de nuestros resultados indica

que el cambio en la pend¡ente en el gráf¡co de Arrhenius depende de la presencia de

hojas y manojos estab¡l¡zados por interacciones h¡drófobas.
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CONCLUSIONES

A altas temperaturas MjFtsZ forma manojos de polímeros, presenta una menor

concentración crÍtica y mayor actividad GTPasa. Además presenta una menor energía

de activación, AG., AH. y AS* para la actividad GTPasa y consecutivamente para la

despolimerización, respecto a las menores temperaturas. Todas estas evidencias

correlacionan una mayor actividad y dinámica en la polimerización de MjFtsZ con el

establec¡m¡ento de interacciones laterales y longitudinales entre los filamentos de

MjFtsZ a altas temperaturas.

Nuestros resultados en su conjunto sugieren que en la formación del an¡llo Z participan

¡nteracciones de tipo longitudinal y transversal que lo estabilizan a altas temperaturas,

propias de los organismos termófilos y que juegan un papel importante en la

transducc¡ón de energía química de la hidrólisis de GTP en energía mecánica de

constricción del anillo para la división de la célula. En conclusión la transducción de la

energía de h¡dról¡s¡s de GTP en la energía mecánica de la división se mantiene a altas

temperaturas por un cambio en la entropía de activación (estructura) y entalpía de

activación (cinética) de los polímeros.
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Figura Suplementar¡a 1. Determinac¡ón de la velocidad de despolimerización. El panel A
muestra la dispersión de luz a 90o (en unidades arbitrar¡as) en func¡ón del tiempo a distintas
temperaturas. En colores se indica la temperatura a la que se s¡guió la dispersión de luz. Se
indujo la polimerización de ¡/jFtsz (7pM) en amort¡guador de polimerización (MES 50 mM pH
6,5; KCI 300 mM, Mgclr S mM), agregando cTP hasta una concentración in¡cial de 1 mM. El
panel B muestra la sección de las curvas del panel A que se usaron para determinar la primera
fase de la veloc¡dad de despolimerización; se muestran también las regresiones l¡neales (trazos
negros) usadas para determinar el valor de la velocidad de despolimerización (la pend¡ente de
la regres¡ón lineal).

Tabla Suplementar¡a 1. Velocidades de despolimerización. Se ¡ndican las temperaturas
usadas en las reacciones de pol¡merización, las ecuac¡ones de las rectas trazadas sobre la
primera fase de despolimerizac¡ón, el coeficiente de correlación de cada recta y los intervalos
de confianza de sus parámetros, la veloc¡dad de despol¡mer¡zación y su desviac¡ón estándar.
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Figura Suplementaria 2. Valores de AG-, AH'y AS* a altas y bajas temperaturas. En el
panel A se grafica el valor promedio de AG-, AH- y AS- a altas y bajas temperaturas (como
indica la leyenda) para la despol¡merización. En el panel B se graf¡ca el valor promedio de AG*,
AH- y AS- a altas y bajas temperaturas (ver leyenda) para la activ¡dad GTPasa. El eje izquierdo
indica la escala para AG* y AH* en kJ/mol y el eje derecho indica la escala para AS" en J/mol K.
""., p < 0,0001; *, 0,01 < p < 0,05; ns: no s¡gnificat¡vo. Las barras de error indican el error
estándar del promedio.
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F¡gura Suplementar¡a 3. AG- y AS* promed¡o calculado a altas y bajas temperaturas para
valores de K(Q*/Q) entre 0,01 y 100. Se grafica el AG. y AS- promed¡o calculado para bajas y

altas temperaturas utilizando valores de r(Q./Q) entre 0,0'l y 100. En el panel A se muestra el
gráfico del valor promedio de 

^G- 
de despolimer¡zación a temperaturas bajo y sobre 62oC

calculado para distintos r(Q-/Q) en func¡ón de K(Q-/Q); la diferencia de la AG- de
despolimer¡zación entre altas y bajas temperaturas no es significativa a n¡ngún valor de

K(Q-/Q). El panel B muestra el valor promedio de AG. para la act¡vidad GTPasa a temperaturas

bajo y sobre 49oC calculado para dislintos K(Q-/Q) en función de K(Q"/Q); la diferencia de la
AG* para la act¡v¡dad GTPasa entre altas y bajas temperaturas es sign¡f¡cativa (p < 0,05) para

todos los valores de K(Q-/Q). En el panel C se muestra el gráfico del valor promedio deAS. de

despol¡merización a temperaturas bajo y sobre 62oC calculado para distintos K(Q./Q) en función

de K(Q-/Q); Ia d¡ferencia de la AS* de déspolimerización entre altas y bajas temperaturas es

significat¡va (p < 0,0001) para todos los valores de K(Q"/Q). La AS* de despol¡merización a
temperaturas sobre 62 oC es negativa (y por lo tanto favorable) para valores de K(Q'/Q) sobre
4,0 (lC 95% 3,9 a 4,1). El panel D muestra el valor promed¡o de AS* para la actividad GTPasa a

temperaturas bajo y sobre 49oC calculado para distintos K(Q"/Q) en func¡ón de r(Q-/Q); la
diferencia de la AS. para la activ¡dad GTPasa entre altas y bajas temperaturas es significat¡va
(p< 0,0001) para todos los valores de r(Q./Q). Las barras de error ¡nd¡can el error estándar del
promedio.
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