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Resumen

El aumento de cepas bacterianas patégenas y/o resistentes a antibiéticos hace
necesario el desarrollo de antimicrobianos con mecanismos y blancos celulares
nuevos. Un blanco que ha sido relativamente poco explorado y resulta
prometedor es la maquinaria de la division celular o divisoma, el cual es
indispensable para la supervivencia y propagacién bacteriana. Un componente
de esta maquinaria y excelente candidato como blanco es FtsZ, una GTPasa
altamente conservada que se localiza en el sitio de division y ejerce como
andamio para el reclutamiento de las proteinas del divisoma. FtsZ polimeriza en
la cara interna de la membrana citoplasmatica para formar el llamado anillo Z,
cuya localizacion y formacion se encuentra estrictamente regulada, dada su
gran importancia en la divisién celular. En este trabajo se informa el efecto de
dos moléculas clasificadas como diaril cetonas, NPY y B2T, que inhiben la
polimerizacién in vitro de FtsZ de E. coli (EcFtsZ) y de B. subtilis (BsFtsZ). Los
resultados indican que ambas moléculas se unen al polimero de FtsZ y no al
mondémero. NPY es mejor inhibidor que B2T, tanto de la polimerizacién de
ambas proteinas, generando polimeros mas cortos, como del crecimiento de B.
subtilis. NPY induce la polimerizacién in vitro de EcFtsZ-GDP y BsFtsZ-GDP,
para formar filamentos cortos y curvos, anillos y semianillos, que se agrupan

para formar cumulos y estructuras cilindricas de anillos apilados en el caso

xiii




de la proteina de B. subtilis. In vivo, los compuestos afectan en distinta medida

t
s6lo a B. subtilis, induciendo la formacion de esporas y minicélulas. Estos
|
resultados son compatibles con una conducta de NPY de tipo bacteriostatica.
Probablemente la insensibilidad de E. coli a los compuestos se debe a la

impermeabilidad de la membrana externa.
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Abstract

The increment of pathogenic and/or antibiotic resistant bacterial strains, require
the development of antimicrobial agents with new mechanisms and cellular
targets. A target that has been relatively poorly explored is the machinery of cell
division or divisome, which is indispensable for the survival and propagation of

|
bacteria. One component of this machinery and an excellent candidate as a

target is FisZ, a highly conserved GTPase protein. FtsZ polymerizes in the
middle of the bacterial cell on‘ the inner face of the cytoplasmic membrane
forming the Z ring that is a scaffold for the recruiting of the divisome proteins at
the division site. The Z ring formation is strictly regulated., space and
temporarily, due to its great importance for cell division. In this work, we report
the inhibitory effect oi‘ two diaryl ketone molecules, NPY and B2T, over the in
vitro polymerization of E. coli FtsZ (EcFtsZ) and B. subfilis FtsZ (BsFisZ). The
results showed that both compounds bind fo the FtsZ polymer and not to the
monomer. NPY is a better inhibitor of FisZ polymerization than B2T, generating
shorter polymers. NPY induced the in vifro polymerization of EcFtsZ-GDP and
EsFtsZ-GDP to form s%hort and curved filaments, rings and half-rings, which form
clusters and cylindrical structures of stacked rings in the case of BsFisZ. In vivo

both inhibitors affect B. sublfilis growth to a different extent behaving as

bacteriostatic, inducing the formation of spores and minicells. Probably the




insensitivity of E. coli to the compounds is due to the impermeability of the outer

membrane.
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' Introduccion

1. Antecedentes.

La necesidad de nuevos antibiéticos, pese a no ser nueva, se ha hecho critica
durante la ultima década, debido al problema de salud publica a nivel mundial
que representan las infecciones bacterianas. Cada afio mueren alrededor de
|

14,9 millones de personas por enfermedades de este tipo, y a pesar de que
muchas de éstas so;n prevenidas mediante vacunas y existe una serie de
antibiéticos clinicamente probados y eficaces en uso, el desarrollo de
resistencia por parte!de las bacterias es practicamente inevitable, razén que
hace urgente el desairollo de nuevos antibitticos con nuevos mecanismos de
accion y blancos novc?dosos (Morens y cols., 2004; Walsh y Wencewicz, 2016).
Asi, el problema de la resistencia a antibidticos ha sido comparado con la crisis
del cambio climatico mundial en términos de consecuencias e impacto sobre la
vida humana en la tierlra.

La alta tasa de replicacion del DNA y de division celular de las bacterias (gj. 20
minutos para bactelrias gastrointestinales) sumada a la frecuencia de
mutaciones en el DNA (un error de la DNA polimerasa por cada 10° pares

bases en un genoma pequefo) deriva en que las bacterias mutantes son

abundantes. Si a lo anterior le sumamos la transferencia genética horizontal
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dado por elementos genéticos moviles (e]. plasmidos y transposones), se hace
mas entendible el qué las bacterias sean altamente sensibles a cambios en su
medio ambiente y preisenten una gran capacidad adaptativa frente a presiones
selectivas. A estos mjecanismos genéticos se suman mecanismos moleculares
que contribuyen a la r:esistencia, como la modificacién de porinas, induccién de
bombas de eflujo, | modificacion del blanco y presencia de enzimas
desactivantes del antili:iético (Walsh y Wencewicz, 2016).

Un problema serio egn el uso de antibidticos es la alta resistencia de las
bacterias Gram negat;ivas, respecto a las Gram positivas, debido a que estas
presentan una doble r:nembrana entre la cual se encuentra una delgada capa de
peptidoglicano. La me?mbrana externa parece ser la que contribuye mayormente
ala impermeabilidadipara el paso de los antibidticos al interior de la célula
(Delcour, 2009; Zgu:rskaya y cols., 2015). En este punio, es importante
mencionar que las enterobacterias son Gram negativas y en el dltimo tiempo se
ha observado que mgtantes de estas producen patologias que han liegado a
causar alarma pﬂblicai, como es el caso de la bacteria E. coli enterchemorragica

i

(Nguyen y Sperandio, 2012).

Es asi que la resisterl;cia a los antibidticos ha aumentado en forma significativa
durante los Ultimos 25| anos, como lo muestra el aumento de la incidencia de S.

|

aureus (MRSA) y el aumento de la resistencia a vancomicinas en enterococci y
a fluoroquinolonas e;n infecciones por pseudomonas (Walsh y Wencewicz,

2016).

I
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2. Antibiéticos inhibidéres de la division bacteriana.
|

| 1
|

Primero haremos un Fnélisis de la accion de antibidticos sobre el crecimiento

|
bacteriano y posteriorTnente nos centraremos en el andlisis de los inhibidores de

la division bacteriana,ipara finalizar nuestro analisis con la accidn de inhibidores
sobre la formacién del anillo de FtsZ de la maquinaria de la division bacteriana.
Los principales antibfic')ticos tienen como blanco 5 clases de mecanismos
bacterianos: 1. Biosint!esis de la pared bacteriana; 2. Biosintesis de proteinas; 3.
Sintesis macromolecular (DNA, RNA) y del metabolismo; 4. Ruta biosintética
del folato (DNA) y 5. Funcién de la membrana.

!

2.1 Inhibidores de la sjintesis de peptidoglicano.

El primer mecanismfo mencionado tiene directa relacion con la division
bacteriana al inhibir IEIiS tltimas etapas en la sintesis de peptidoglicano llevado a
cabo por el divisoma. ‘!Entre estos antibioticos cabe destacar la penicilina, la cual
inhibe a las PBPs; !a vancomicina, que inhibe el entrecruzamiento de los
pentapéptidos del péptidoglicano en formacion, debilitando la estructura de
éste, vy ia bacitracina,%que inhibe el transporte del undecaprenil fosfato hacia el
citoplasma cortandoii el ciclo del transporie de los azlcares unidos al
pentapéptido en el lipido Il (undecaprenil-pirofosforil-disacarido-pentapéptido)
para ia sintesis de Iai pared de peptidoglicano (Barreteau y cols., 2008). Para
ilustrar el mecanismo%de accion de estos antibidticos en la division bacteriana,

se muesira un esquema de ésta en la figura 1. En este esquema podemos

distinguir dos etapas principales, primero la formacién del protoanillo, es decir,

w




el anillo Z unido a la membrana interna, hacia el lado del citoplasma, a traves de
FtsA y ZipA, y en segundo lugar la formacion de la maquinaria de sintesis de

peptidoglicano en el espacio periplasmatico.

Quter
membrane

Divisome

Peptidoglycan
layer

ATP, D-Ala-D-Ala
ATP, L-Lys (or DAP)

ATP, D-Glu
ATP, L-Ala
HO
0}
i I NHAC  ypp
=~ "COO HO 0

Figura 1. Esquema de la maquinaria de division y los procesos adyacentes
que se encuentran asociados a ésta. En el proceso de division se distinguen
2 etapas principales: la formacién del protoanillo (FtsZ, FtsA y ZipA) en la cara
citoplasmatica de la membrana interna, destacado en verde (anillo Z), y la
formacion del complejo multiproteico para la sintesis de peptidoglicano (FtsEX,
FtsK, FtsQBL, FtsW, PBP3 y FtsN) en el periplasma. El complejo FtsX-EnvC-
AmiC produce la ruptura de la pared de peptidoglicano en el sitio de septacion
En la figura también se incluye la via de sintesis del lipido Il (proteinas Mur y
sus sustratos). El lipido Il se utiliza para la sintesis de peptidoglicano. Por
ultimo, se muestra la proteina encargada de la invaginacion de la membrana
externa (LpoB) (den Blaauwen y cols., 2014).




2.2 Inhibidores de Fts?, proteina inicial de [a divisién celular.

Al menos 30 compuestos han sido descritos como inhibidores de FtsZ (den
Blaauwen y cols., 201f4) y ellos han sido clasificados en 7 grupos de acuerdo a
su estructura, de los cuales los que contienen un grupo derivado de indol
parecen ser los mas efectivos. Dentro de esta clasificacién cabe destacar
algunos heterociclos, -entre los que sobresale el compuesto PC190723 por su
alia afinidad a FtsZ I‘(Anderson y cols., 2012). Es importanie hacer notar la
naturaleza heterociclica de estos inhibidores, pues en este trabajo de tesis se
caracterizaran los compuestos heterociclicos (1,4-dihidroxinaftalen-2-il) (1H-
pirrol-2-il) metanona ?(NPY) y (2,5-dihidroxifenil) (tiofen-2-il} metanona (B2T),
recientemente sintetizados (Benites y cols. 2011), que perienecen a las
denominadas series N y B (figura 2). En un trabajo reciente del laboratforio se
caracterizaron los compuestos de la serie N, que corresponden a dihidroxinaftil
cetonas con diferentes heterociclos, para analizar su efecto inhibidor sobre la
polimerizacién de tubulina (Gutiérrez y cols., 2015). Ademas, se evalud su
potencial uso como antitumorales utilizando células normales como control y
cancerosas de prostata, vejiga y mama (Benites y cols., 2016). Este trabajo es
importante porque demosiré que los compuestos ensayados no fenian efecto
sobre las células utilizadas, excepto NTB, aunque ellos mostraron un efecto
inhibitorio sobre la polimerizacién de microtdbulos (Gutiérrez y cols., 2015).
Para evaluar la especificidad del efecto inhibidor de la naftoquinona en NPY

sobre el ensamblaje del anillo Z, en este trabajo se utilizara también el

compuesto B2T que corresponde a una benzoquinona de la serie B (Benites y
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cols., 2011). Con éstos antecedentes, parece importante caracterizar la
inhibicién del crecimiento bacteriano por los compuestos antes sefalados, al
contar con este contéol que habituaimente no se utiliza cuando se ensaya la
actividad de nuevos plotenciales antibidticos, olvidandose de su efecto sobre las
células del huésped. Nos parece pertinente mencionar que en este trabajo
utilizaremos E. coli (rinodelo de estudio de Gram negativas) como blanco de
i
accion de los compuestos antes mencionados. Sin embargo, como se indico
anteriormente, no hul:t)o una correlacion directa entre el efecto inhibidor de los
'
compuestos sobre la polimerizacién in vitro de los microtibulos y su accién in
vivo sobre células, mostrando que el transporte de ellos hacia el interior de la

f
célula es importante.: Por esta razén, para obviar el efecto de la membrana

externa en E. coli se utilizara B. subtilis (modelo de estudio de Gram positivas).




Serie N

OH 1] OH o] OH 0
Qo Cr (o p)aC
0— M ;
OH /0 oH OH
NTB NPY NFB
[+ ] [+] OoH [+]
N2T N3T
Serie B
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@*o

Figura 2. Estructuras quimicas de los compuestos de la serie N
(dihidroxinaftil aril cetonas) y de la serie B (dihidroxibencil aril cetonas).
Estructuras quimicas de los compuestos de la serie N (dihidronaftil aril cetonas)
y de la serie B (dihidroxibencil aril cetonas). Destacan en rojo NPY (253,26
g/mol) y B2T (220,25 g/mol).
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3. FtsZ como blanco de accién de los inhibidores NPY y B2T.

En el disefio de nuevos antibidticos ha sido muy importante contar con la
estructura tridimensional de las proteinas blanco, en este caso de FtsZ.
Desafortunadamente, no se cuenta con la estructura cristalografica de FtsZ de
E. coli (EcFtsZ). Para solucionar este inconveniente se utilizé el modelo de
EcFtsZ construido en el laboratorio (Poblete, 2012 y Garces, 2007), tanto para

el monémero como para el dimero utilizado como analogo del polimero de FtsZ.




Lo mismo se hizo para el dimero de FisZ de B. subtilis (BsFtsZ), a partir de la
estructura cristalografica del mondmero de BsFisZ (Ldéwe y cols., 2007). Al
utilizar los modelos ‘de EcFtsZ y BsFtsZ y con estos hacer un docking
molecular para los compuestos que poseen el grupo naftol (compuestos de la
serie N) (Poblete, 2012; Escalona, resultados no publicados), sobresalen las
interacciones de N2T (andlogo de B2T) y de NPY con ambas proteinas en sus
formas monoméricas. y diméricas. Asi, se observa que la unidn de estos
compuestos esta en el rango pmolar (1-10 yM) bajo para BsFisZ y en el rango
alto (10-200 pM) para EcFisZ. Ademas, se encuentra que con EcFisZ hay un
orden de magnitud de mayor afinidad para NPY respecto de N2T. No asi para
BsFisZ, donde la uni(?n de ambos compuestos es muy similar. En resumen, la
presencia del grupe pirrol en NPY, respecto al grupo tiofen en N2T, muestra
que el grupo NH del grupo pirrol aumenta la afinidad por alrededor de un orden
de magnitud para EcFtsZ, indicando que estos compuestos son buenos
candidatos para la inhibicién del crecimiento bacteriano. Desgraciadamente no

se hicieron los estudios bioinformaticos para los compuestos derivados de

dihidroxifenilo (serie B).

4. Efecto in vivo de inhibidores de la divisién bacteriana.

Es importante sefialar que para probar la susceptibilidad bacteriana a nuevos
¥
compuestos inhibidores del crecimiento bacteriano, con potencial aplicacién

como antibidticos, es; necesario seguir protocolos estrictos que norman las




condiciones de cultivé, los medios, la preparacion de las soluciones en que se
disuelven los antibidticos y las diluciones necesarias para probar la efectividad
de estos. De este l:nodo, se logra reproducibilidad y la evaluacion de la
efectividad del nuevo inhibidor respecto a otros ya probados. En nuestros
trabajos utilizamos las normas indicadas por Methods for dilution antimicrobial
susceptibility tests for.bacteria that grow aerobically; Approved standard (2009).
Brevemente, se puede decir que estos meétodos indican como pruebas
esenciales construir curvas de crecimiento en los medios indicados, determinar
la concentracién minima inhibitoria mediante la cuantificacién de unidades
formadoras de colonias {(ufc), evaluar la formacion de halos de inhibicién, y su
efecto sobre la morfologia celular. Estos métodos fueron aplicados para la
evaluacién del compuesto PC190723 (Haydon y cols. 2008). En este trabajo es
importante destacar que el efecto del compuesto produjo filamentacién celular,
como consecuencia directa de la inhibicién de la divisidn bacteriana, al bloquear
la formacién del anilloi Z. La filamentacidn bacteriana también se ha observado
al probar el efecto inh;ibidor de varios compuestos sobre diferentes bacterias (Li
y Ma, 2015). Aunque]este criterio no es concluyente para evaluar la inhibicion
de la formacion del anIiIIo Z, es importante para descartar ofro blanco de accion.
En rigor, para otorgarlla categoria de antibiotico al inhibidor es necesario hacer
pruebas con animale; infectados con patégenos, ya sean Gram positivos o
Gram negativos, y evaluar la erradicacién de la infeccién, como se hizo con el

compuesto PC190723 (Haydon y cols. 2008). Una vez establecida su accién

antibiética, para dilucidar el mecanismo de inhibicion, en el caso de FisZ, se
|
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debe probar su efecto sobre la polimerizacidn y la actividad GTPasica.

5. Efecto in vitro y mecanismo molecular de inhibidores de FisZ.

Enire los inhibidores de FtsZ, que como ya se mencioné son alrededor de 30,
existen varios mecanismos de inhibicién. De acuerdo a esto, los inhibidores se
clasifican en tres tipos. Tipo 1: Moléculas inhibidoras que actian previniendo la
asociacion de los monl()meros de FtsZ, mediante el bloqueo del sitio de unién de
GTP o de oftro sitio de la interfase. Ejemplos de este tipo de inhibidores son los
analogos de GTP con substituciéon en C8 (Lappchen y cols. 2008) y CCR-11
(Singh y cols. 2012). Tipo 2: Moléculas que estabilizan los protofilamentos o
promueven la formaci|6n de manojos de protofilamentos, lo cual inhibe también
la actividad GTPésica. Dentro de este grupo encontramos al DAPI (Nova y
cols., 2007), al grupcI de las zantrinas (Margalit y cols. 2004) y a PC190723
(Haydon y cols., 2008). Tipo 3: Moléculas que interfieren con alguna de las
muchas interacciones de FisZ con otras proteinas esenciales de la division
celular. De este tipo de inhibidores podemos mencionar al grupo de los
carboxibencilindoles, los cuales inhiben la interaccion de FtsZ con ZipA
(Sutherland y cols. 2003).

Se sabe que tubulina tiene sitios de interaccion para diferentes ligandos, entre
los que destacan los sitios para taxol, para vinblastina y para colchicina, mas el

sitio del nucledtido (Fanale y cols., 2015), el cual se encuentra ubicado en el

dominio N-terminal de tubulina y también en el de FtsZ (Nogales y cols., 1998;
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Léwe y Amos, 1998)." Lo mismo ocurre para el compuesto PC190723, que se
une a FtsZ en un sitio homoélogo al del taxol en tubulina (Andreu y cols. 2010).
En un estudio de nuestro laboratorio se encontré un sitio coman para DAPI en

tubulina y FisZ, al igual que el sitio del nucledtido en ambas proteinas. Todos

|
los antecedentes antes mencionados en su conjunto permiten plantear la

i
siguiente hipdtesis.

6. Hipotesis. _f

La similitud del efecto inhibidor de DAPI en tubulina y FtsZ, permite
predecir que los compuestos derivados de fenstatina que se un/en a tubulina
deberian también unirse a FisZ de Escherichia coli (EcFtsZ) y de Bacillus
subfilis (BsFtsZ) e inhibirlas.

{

7. Objetivos. :
7.1. Objetivo General.‘

» Encontrar inhibidores adecuados para FtsZ, a partir de compuestos
derivados de .fenstatina, que tengan un efecio menor sobre Ia
polimerizacién de tubulina.

7.2. Objetivos Especificos.
|
» Determinar la solubilidad y estabilidad de los compuestos.
e Determinar y éomparar in vifro el efecto de los compuestos sobre la

polimerizacién de FtsZ (efectos sobre la concentracion critica, el tiempo

11




de permanencia de los polimeros en el estadc estacionario y la

morfologia de los polimeros) y tubulina. Obtener el valor de Is de cada
!

compuesto, res;pecto a su inhibicidén sobre FisZ.

|
Determinar y comparar in vitro el efecto de los compuestos sobre la

actividad GTPésica de FtsZ y tubulina al polimerizar.

Determinar la v‘iabilidad y morfologia de las células de E. coli y B. subtilis

en presencia dc% los compuestos.
|
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Materiales y Métodos

1. Materiales.

1.1. Reactivos.

Ampicilina, cloruro de potasio, cloruro de sodio, cloruro de calcio, sulfato de
amonio, cloruro de magnesio hexahidratado, isopropanol, fosfato monobasico
de potasio, fosfato dibasico de potasio, hidroxido de potasio, acido clorhidrico,
glicerol, dimetilformamida, solucién de glutaraldehido 25 % y etanol pro analisis
adquiridos en Merck (Alemania). BSA (albumina de suero bovino), piruvato
quinasa de musculo de conejo, lactico deshidrogenasa de musculo de conejo,
persulfato de amonio, azul de coomasie R-250, espectinomicina, glutamato sal
sodica, PEP (acido 2-[fosfonoxil] 2-propenoico sal de monociclohexilamonio),
Piruvato (acido fosfoenolpirivico sal de sodio), GTP sal sodica, GDP sal sédica,
DMSO, TEMED, EDTA, NBT, yoduro de propidio y anticuerpo anti conejo
conjugado a fosfatasa alcalina hecho en cabra obtenidos de Sigma (E.E.U.U).
Tween 20 y glicerol provenientes de Winkler (Chile). Acido acético, etanol y
metanol de grado técnico se obtuvieron de TCL (Chile). Medio de cultivo LB
adquirido en Mo Bio Laboratories (E.E.U.U). Agar, medio de cultivo Mueller
Hinton y kit de tincion obtenido de Gram de Difco laboratories (E.E.U.U). BCIP,

HEPES y IPTG obtenido de US Biological (E.E.U.U). TRIS obtenido de




Umresco Inc (E.E.U.U). MES adquirido en Phyto Technology laboratories
(E.E.U.U). La solucion de 40 % de acrilamida/bis (37,5:1) se obtuvo de
BIORAD. Las bolsas 'de didlisis se obtuvieron de Spectrum (E.E.U.U). En los
experimentos de usé 1agua nano pura (resistividad >17 MQ-cm). Las grillas de

microscopia electronica de cobre recubiertas con carbdn de 400 mesh se

obtuvieron de Ted Pella, Inc.

1.2. Soluciones.

Amortiguador A: Tris-HCI 50 mM pH 8, KCI 50 mM, EDTA 1 mM y glicerol 10%.
Amortiguador utilizado en la purificaciéon de EcFtsZ.

Amortiguador TKM: Tris-HCI 50 mM pH 8, KCI 50 mM, MgCl> 10 mM y glicerol
10 % (viv). Amortiguafior utilizado en la purificacion de BsFitsZ.

PBS: amortiguador fosfato de sodio 50 mM pH 7,5.

Solucién de carga (SDS): amortiguador Tris-HCI 75 mM pH 6,8, glicerol 10%
(viv), SDS 2,5% (p/v), 2-mercaptoetanol 10 mM, azul de bromofenol 0,01%
(p/v).

Solucién gel concentrador (SDS): Tris-HCI 375 mM, pH 8,8, SDS 0,1% (p/v).
Solucién gel separador (SDS): Tris-HCI 138 mM pH 6,8, SDS 0,1% (p/v).
Amortiguador de corrida: Tris 25 mM, Glicina 192 mM y SDS 0,1 %.

Solucién tincidon Azul de Coomassie: Azul de Coomassie G250 0,3 % (p/v),
metanol 50 % (v/v), acido acético 10 % (v/v).

Solucién de desteiiido: metanol 50 % (v/v), acido acético 10% (v/v).

Solucién blogueo immunoblot: Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, leche
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descremada comercial al 5 % (p/v).

TBS/Tween: Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Tween20 0,1%.

Solucién de transferencia: Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20%.

Solucion de revelado immunoblot: amortiguador FAL (Tris base 100 mM pH 9,5,
NaCl 100 mM, MgCL j5 mM), BCIP § % (p/v) en dimetilformamida al 100 % vy
NBT § % (p/v) en dimetilformamida 70 %.

Solucion de verde de malaquita para tincion de esporas: verde de malaquita 0,5

% (p/v) solucién acuosa.

1.3. Anticuerpos.

Se utilizé como anticuerpo primario un anticuerpo policlonal hecho en conejo
anti FtsZ de E. coli para detectar FisZ en los inmunoblots. Este anticuerpo se
utilizé para visualizar tanto EcFtsZ como BsFisZ, ya que reconoce a ambas
proteinas, pero con menor intensidad de la reaccién colorimétrica para BsFtsZ,
Como anticuerpo secu|ndario, se utilizdé un anticuerpo anti conejo conjugado con

fosfatasa alcalina hecho en cabra.

1.4. Cepas bacterianas y plasmidos.

1.4.1 Cepas de bacterias.

1.4.1.1. E. coli DH10B: utilizada comiinmente para replicar y purificar plasmidos
y clonar fragmentos de DNA, debido a su deficiencia en endonucleasas y
ausencia de recombinécién. En esta tesis se utilizd para sobreexpresar BsFisZ,

debido a que se necesitaba una cepa WT (Wang y Lutkenhaus, 1993).
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Genotipo: F— mcrA A(mrrhsdRMS-mcerBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recA1 endA1
araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL nupG A- (Casadaban y Cohen, 1980)
14.1.2. E. coli BL21 (DE3): uiilizada para sobreexpresar proteinas
recombinantes. En este trabajo se utilizd para la sobreexpresion de EcFisZ.
Genotipo: F—ompT hsdSB (rB—, mB-) gal dcm (DE3) (Studier y Moffatt, —1 986).
1.4.1.3. E. coli K12, B. subtilis, C. violaceum, E. aerogenes, P. aeruginosa, P.
mirabilis, S. thyphimurium, Serratia sp. y S. aerus. Cepas WT obtenidas a partir
del Laboratorio de Docencia de Microbiologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

1.4.2. Plasmidios. PMFV57. Vector utilizado para la sobreexpresion de EcFisZ
en E. coli. Corresponde a un derivado de PMFV56, el cual es un pET-28a que
contiene el gen ftsZ de E. coli, con resistencia a ampicilina y es inducible por
IPTG (Rivas y cols., 2000). pBS58. Vector de bajo nimero de copias utilizado
durante la sobreexpreisi()n de BsFitsZ en E. coli, que contiene los genes fisA,
fisQ y fisZ de E. coli necesarios para la viabilidad bacteriana. Otorga
resistencia a espectinomicina (spc) (Wang y Lutkenhaus 1993). pCXZ. Vector
pTac que contiene el gen fisZ de B. sublilis, con resistencia a ampicilina e

inducible por [PTG (Wang y Lutkenhaus 1993).

1.5. Medios de cultivo.
Se utilizaron los medi!os de cultivo Luria-Bertani (LB) y Mueller Hinton (MH).
Para preparar 1 L de. LB liquido se disolvieron 25 g de LB en 1 L de agua

destilada y para preparar 1 L de MH liquido, se disolvieron 21 g de MH. Una vez
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preparados, los medios de cultivos se autoclavaron para esterilizarlos. Al
momento de su utlizacibn se le agregd el antibidtico (ampicilina o©
ampicilinalespectinomilcina), a una concentracion final de 100 uyg/mL. Para
preparar medio de cultivo sélido (placas de petri), por cada 300 mL de medio de
cultivo liquido se agregd 5 g de bacto agar. Para preparar el agar blando
utilizado en los céspédes bacterianos, por cada 100 mL de medio de cultivo
liguido se agregé 0,75'Eg de bacto agar.
|

2. Métodos.

2.1. Caracterizacion fisicoquimica de los compuestos.

La caracterizacién de fbs compuestos se realizé mediante espectrofotometria.
2.1.1. Espectros de absorbancia y determinacion del coeficiente de extincion
molar. Cada uno de los compuestos se pesd de manera exacta y se solubilizd
en DMSO a una conceniracién conocida, esta se utilizé como solucién sfock. A
partir de esta solucién se hicieron diluciones en DMSO, a las cuales se les
midié el espectro de absorcion entre 190 y 820 nm en un espectrofotdmetro con
arreglo de diodos Hewilett—Packard 8452A. Una vez obtenidos los espectros de
cada compuesto, estos se analizaron para determinar y graficar los valores de
absorbancia de los mé;ximos obtenidos versus las distintas concentraciones de
compuesto. A partir de estos puntos se obtuvo una recta, cuya pendiente
corresponde al coeﬁciénte de extincidn molar para el compuesto a la longitud de

onda en que se encuentra el maximo.
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2.1.2. Solubilidad y estabilidad. Se determiné la concentracién méxima en la
que los compuestos se mantienen solubles en medio acuoso, para asi delimitar
el rango de concentraciones a usar en los diferentes ensayos. Para esto se

obtuvo el espectro| de absorbancia de cada compuesto a distintas

concentraciones en la|solucién amortiguadora de polimerizacion. A partir de los

espectros obtenidos se identificé la concentracién maxima de compuesto a la
cual se sigue man?enien_do lineal la relacion enire la absorbancia y
concentracion del com!puesto, la cual corresponde al maximo de solubilidad. La
estabilidad de los compuestos se determiné midiendo los especiros de

absorbancia de una misma solucion de compuesto en DMSO a distintos

tiempos (entre 0 y 24 horas).

2.2. Purificacion de EcFtsZ y BsFisZ..

|
La proteina EcFisZ se sobreexpresé en la cepa E. coli BL21 (DE3), Ia cual se
transformo con el vector PMFV57, que provee un sistema de trascripcion del

gen ftsZ inducible por IPTG y presenta resistencia a ampicilina. La proteina

BsFtsZ se sobreexpresé en la cepa E. coli DH10B, Ia cual se transformé con los

vectores pCXZ y pBS58. EL vector pCXZ corresponde a un plasmidio de alto

nimero de copias que expresa el gen bsftsZ y la resistencia a ampicilina,
|
inducible por IPTG. El vector pBS58 corresponde a un plasmidio de muy bajo

ndmero de copias que} expresa los genes fisQAZ de E. coli, necesarios para la
viabilidad de la bacteria durante la sobreexpresion de BsFisZ, y le otorga

resistencia a espectinomicina (Wang y Luktenhaus, 1993).
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2.2.1. Electrotransformacion de E. coli BL21 (DE3) y DH10B. Se tomé un
volumen de 25 yL de bacterias electrocompetentes, al cual se le agregd 5 yL
del (o los) plasmidio(s), requeridos en cada caso. El protocolo de
electroporacion usado corresponde al de E. cofi, para una cubeta de 2 mm, 2,5
kVolts, 25 uF y 200 Q, y el equipo utilizado fue el GenePulser Xcell de Bio-Rad.
Las bacterias se incubaron alrededor de 45 minutos en-1 mL de medioc de
cultivo LB después del pulso, con agitacion orbital a 150 rpm a 37 °C y luego
se sembraron en placas LB/amp o LB/amp/spc, dependiendo el caso, para
seleccionar las células que presentaran la(s) resistencia(s) otorgada por el (los)
plasmidio(s). Para todos los casos, los antibidticos se utilizaron a una
concentracion final de 100 pg/mL.

2.2.2. Ensayo de induccién. Se seleccionaron al menos 4 clones transformantes
a los cuales se les realizd un ensayo de sobreexpresion de la proteina de
interés. Para este ensayo, los clones elegidos fueron crecidos en medic de
cultivo con antibidtico toda la noche (overnight). Posteriormente se tomdé un
volumen de 100 WL de cada cultive overnight y se inoculd, con cada uno, 5 mL
de medio fresco LB con antibiotico, el cual se crecié en agitacién a 37 °C hasta
una DOgponm de 0,5 - 0,6. Al alcanzar la DO senalada, se agregd IPGT a una
concentracion final de 0,5 mM vy los cultivos se continuaron creciendo a 37 °C
con agitaciéon por aproximadamente 3 horas. Después, se tomd 1 mL de cada
cultivo inducido y se centrifugd por 5 minutos a 14.000 rpm en una microfuga
Eppendorf para cosechar las bacterias. Se descarié el sobrenadante y el

precipitado bacteriano se lavd 2 veces con 1 mL de PBS. Se lavé una Ultima
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vez con 1 mbL de agua nanopura. El precipitado resultante se suspendié en 100
ML de amortiguador de carga y se llevd a 95 °C por 5 minutos. A continuacion
cada muestra se analizé por SDS-PAGE (protocolo en 2.4). El gel se tifié con
Azul de Coomassie por al menos una hora y se lavé con solucion de desteriido
para visualizar la banda correspondiente a la proteina y de esta manera
seleccionar el clon que tuviese una mejor expresion de la misma.

2.2.3. Sobreexpresion de FitsZ. Una vez seleccionado el clon que mejor
sobreexpresé la proteina, éste se crecid overnight con agitacién a 37 °C. Se
tomd 1 mL de éste culfivo y se agregd a un litro de medio de cultivo LB fresco (4
litros de LB en total), con su respectivo antibiético, y se incubé con agitacién a
37 °C hasta que el cultivo alcanzé una DOgyp de 0,6. Luego, se agregé IPTG a
una concentracién final de 0,5 mM y se mantuvo 3 horas con agitacién a 37 °C.
Las bacterias se cosecharon por centrifugacién en un rotor GSA en una
centrifuga Sorval a 4 °C a 10.000 rpm por 10 minutos. Se descartd el
sobrenadante y el precipitado bacteriano se homogeniz6 en 40 mL de
amortiguador A, en el caso de EcFtsZ, o en amortiguador TKM, en el caso de
BsFisZ. Las bacterias en solucién se sonicaron, para lo cual se utilizé un
programa correspondiente a 6 ciclos de 20 segundos a 6,0 Watis con 20
segundos de intermedio. El resultante del sonicado se ultracentrifugd durante
90 minutos a 4 °C y 100.000 x g para precipitar restos celulares membranosos y
ribosomas. Se extrajo el sobrenadante y se agregd sulfaio de amonio a
saturacion al 30%, solucién que se mantuvo con agitacién durante 20 minutos y

se centrifugé a 10.000 x g a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante
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resultante se elimind rapidamente y el sedimento se homogenizdé en 5 mL de
amortiguador A o TKM, dependiendo la protéina purificada. La solucidn
obtenida se dializé contra el amortiguador respective con agitacion a 4 °C para
eliminar restos de sulfato de amonio. Luego, se centrifugd el dializado a4 °C a
10.000 x g durante 30 minutos para eliminar posibles agregados de proteina. El
sobrenadante obtenido se someti6 a 3 ciclos de polimerizacion-
despolimerizacion, los cuales seran explicados a continuacion.

2.2 4. Purificacion por ciclos de polimerizacién. El ciclo comienza al agregar el
dializado (5 mL aproximadamente) a una solucién de 15 mL para formar la
mezcla de reaccidn de polimerizacion (Mes 50 mM pH 6,5, MgCl, 10 mM, CaCl,
10 mM, glutamato 1 M y GTP 2 mM) a temperatura ambiente. Esta mezcla de
reaccion se incubé a 37 °C durante 30 minutos, donde se formé una solucion
tipo gel altamente viscosa producto de la polimerizacién. Posteriormente se
centrifugd a 10.000 x g a 25 °C durante 30 minutos. El sobrenadante se
descartd, mientras que el sedimento se homogenizé en 5 mL de amortiguador A
o TKM en hielo, para inducir ia despolimerizacién por baja temperatura y
dilucion del GTP, y se centrifugd a 10.000 x g durante 30 minutos, para eliminar
los agregados de proteina que no despolimerizan. El sobrenadante obtenido se
mezcld con solucidn de polimerizacién para comenzar un nuevo ciclo. Se
realizaron en total 3 ciclos. Luego, la proteina resultante se dializd y se guardé
a -80 °C en alicuotas de 100 pL hasta su uso. De cada etapa se tomaron
muestras, y a estos testigos se analizaron por SDS-PAGE e inmunoblot (no se

muestran).
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2.3. Purificacién de tubulina.
El heterodimero de a/B-tubulina se purificé partir de cerebros de pollo mediante
el método utilizado en el laboratorio, basado en el método de Weisenberg

(Weisenberg y col., 1968) y modificado de Monasterio y Timasheff (1987).

2.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE).

Se utilizd acrilamida al 12 % en el gel separador y 4 % en el concentrador. Las
muestras se disolvieron en solucién de carga, se incubaron a 95 °C por 5
minutos y se cargaron en los pocillos del gel. La electroforesis se hizo a un
amperaje constante de 60 mA durante una hora. Los geles se tifieron con Azul
de Coomasie o se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para realizar

western blots.

2.5. Inmunoblot (Western blot).

La transferencia de las proteinas desde el gel de poliacrilamida a la membrana
de nitrocelulosa se realizé mediante electrotransferencia. Para esto se utilizdé un
voltaje fijo de 100 V y un amperaje variable maximo de 400 mA durante 90
minutos a -20 °C. Una vez transferidas las proteinas a la membrana de
nitrocelulosa, esta se bloqueé durante toda la noche a 4 °C. Luego, para
visualizar EcFtsZ y BsFisZ, se incubd con el anticuerpo primario (anti-EcFisZ)
en un volumen de 5 mL de solucién de bloqueo (itulo 1:10.000) durante 2 horas
con agitacién a 37 °C. Posteriormente la membrana se lavo 3 veces por 10

minutos con agitacion con TBS/Tween y se incub6 con el anticuerpo secundario
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en solucién de blogueo por 1 hora con agitacién a 37 °C. Se lavé nuevamente 3
veces con TBS/Tween. En todos los casos se reveld por un método
colorimétrico mediante fosfatasa alcalina, para lo que se agregaron 33 uL de
BCIP y 66 uL de NBT en 10 mL de amortiguador FAL y se agité hasta la
visualizacién de las bandas. La reaccidon se detuvo diluyendo con agua

nanopura.

2.6. Ensayos de viabilidad y morfologia bacteriana.

Se realizaron tres tipos de ensayos in vivo para determinar el efecto de los
compuestos sobre las bacterias.

2.6.1. Halos de inhibicion. Se analizd el efecto de los compuestos, NPY y B2T,
sobre el crecimiento en placa de E. coli K12, B. subtilis, C. violaceum, E.
aerogenes, P. aeruginosa, P. mirabilis, S. thyphimurium, Serratia sp. y S. aerus
mediante ensayos de sensibilidad en placas. Para esto se tomé un indculo de
300 yL de cada cepa en medio de cultivo Mueller-Hington (MH) a una DOggonm
de 0,3 y se agreg6 a 5 mL de agar blando MH. La mezcla se agitd rapidamente
y se vertid en una placa de Petri sobre 20 mL de agar sélido MH. Uha vez que
el agar solidificé en la placa, se agregaron 5 YL con diferentes cantidades del
compuesto en DMSO, en distintas zonas de la placa. Se agregaron ademas los
controles (DMSQ como control negativo, el antibidtico minociclina como control
positivo y agua). Las placas se dejaron a 37 °C por 5-6 horas y luego se
analizaron los halos de inhibicidn. Para determinar la efectividad del compuesto

se relaciond la ausencia o presencia de halo (y su diametro, en los casos en
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que fue posible y pertinente medirlo) con la cantidad de compuesto utilizado.
2.6.2. Efecto de los compuestos sobre el crecimiento y morfologia bacteriana.
Para determinar el efecto de los compuestos sobre el crecimiento B. subtilis y E.
coli K12, estas cepas se crecieron en medio de cultivo liquido MH en presencia
y ausencia del compuesto. Para ello, se inocularon 5 mL de MH con un cuitivo
overnight de cada cepa y al alcanzar una DOggonm = 0,6, se diluyeron hasta
una DOgoonm = 0,1 y posteriormente se dividieron en varios cultivos de 5 mL, en
donde se probaron diferentes concentraciones de los compuestos y dos de ellos
correspondieron a [os controles (en ausencia del compuesto, con y sin DMSO).
Cada condicion experimetal se distribuyd por sextuplicado en una placa de Elisa
de 96 pocillos, en volimenes de 250 L y los cultivos se crecieron en agitacion
a 37 °C en un espectrofiuorimetro de placas con méddulo de absorbancia
modelo TECAN Infinite M200 PRO y se midié la DOggonm de manera automatica
cada 15 minutos durante 24 horas. A los 6 pocillos, empleados por condicién se
les midid la DO y 3 se utilizaron para tomar muestras de 50 pL a distintos
tiempos. Las bacterias de las muestras se fijaron con glutaraldehido al 0,75% y
se montaron 5 L en un portacbjetos con agarosa 1% para ser observadas
mediante microscopia de campo claro. Ademas, se realizaron 3 tinciones
distintas: 1) tincién de yoduro de propidio, para visualizar el material genético de
las bacterias. 2) tincion de Gram, para visualizar la morfologia bacteriana
tiiendo el peptidoglicano y colaborar con la identificacion y diferenciaciéon de
esporas y minicélulas de otros artefactos. 3) tincién de verde de malaquita, para

diferenciar esporas, ya que s6lo estas se tifien con el reactivo y adquieren gran
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birrefringencia. Para tefiir con yodure de propidio, las bacterias fijadas se
lavaron con 1 mL de PBS. Luego, se solubilizaron en' 1 mL de PBS y se agregé
10 pL de yoduro de propidio 10 mg/mL en PBS, se incubd en hielo por 15
minutos, para luego centrifugar y solubilizar en un volumen final de 50 L. Las
bacterias se montaron en un portaobjetos con agarosa 1% y se observaron
mediante microscopia de fluorescencia. La tincion de Gram se realizé de
acuerdo a las indicaciones del fabricante del kit utilizado (Difco} y la tincién de
esporas segun lo indicado por la American Society for Microbiology (Hussey y

Zayaitz, 2007).

2.7. Polimerizacion de EcFisZ y BsFtsZ.

Para determinar el efecto de los compuestos sobre la polimerizacion de FisZ se
utilizé la técnica de light scattering. Parq_ello se midio la dispersion de luz a 350
nm de los polimeros formados en presencia de éstos (Mukherjee y Lutkenhaus,
1999). La dispersion de luz se midié en un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS
iluminando con una longitud de onda de 350 nm (excitacién) y registrando a la
misma longitud de onda (emisidén), con un ancho de banda de excitacién y
emision de 7 nm, y un filiro de 4 % de fransmitancia a una femperatura
constanie de 30 °C. La absorbancia a 350 nm de NPY se mantuvo invariable en
el tiempo que' duraron los experimentos, indicando la estabilidad de este
compuesto frente a la luz de excitacion.

2.7.1. Efecto de los compuestos sobre la polimerizacion inducida por GTP. Se

midié la polimerizacién de FtsZ inducida por GTP en ausencia y presencia de
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los compuestos. Para ello, FtsZ se pre incubd a una concentracion fija de 12,5
MM en el amortiguador HEPES 50 mM pH 7,2, KCI 50 mM, MgCl; 10 mM y
DMSO 1 %, con el sistema con regeneracion de GTP PK/PEP’ (sustrato PEP a
1 mM). La reacciébn se inici6 agregando el compuesto (a distintas
concentraciones en los diferentes ensayos) vy, luego de volver a estabilizarse la
dispersion de luz, se agregé GTP 1 mM y piruvato quinasa (PK), dando inicio a
la polimerizacion. En cada caso se registrd una linea base, la cual corresponde
a la dispersion de luz luego de agregar el compuestio y previo a la induccién de
la polimerizacién por adicién de GTP y PK. Luego de la adicién de GTP, se
continud registrando la dispersion de luz hasta la despolimerizacion de la
proteina. A partir de las curvas se obtuvieron los datos de intensidad de
dispersién de luz y duracion del estado estacionario, en funcion de las
diferentes concentraciones de los compuestos. Con estos valores de analizé el
efecto inhibitorio de estos moléculas, determinandose finalmente el lsp de cada
compuesto.

2.7.2. Efecto de los compuestos sobre la concentraciéon critica (Cc) El efecto de
los compuestos sobre la Cc se determind mediante ensayos de polimerizacién a
diferentes concentraciones de FisZ (3, 5, 7,5, 10 y 12,5 uM) en ausencia y
presencia del compuesto. La conceniracion utilizada de cada compuesto
correspondié la concentracidn maxima, la cual corresponde a la solubilidad

méaxima en medio acuoso determinada en este trabajo. A partir de las cinéticas,

! Después de entregar esta tesis, se encontré un efecto del contraién
del PEP (ciclohexilamonio) sobre la polimerizacién de FisZ, que se esti
estudiando.
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se determind la diferencia de intensidad de dispersién de luz (el maximo de
dispersion menos la linea base) y se graficd en funcion de la concentracion de
FtsZ. Los puntos se ajustaron a una recta y de la interseccién de ésta con el gje
X se obtuvo el valor de la concentracion critica de la proteina.

2.7.3. Efecto de NPY luego de la despolimerizaciéon.Se determiné la influencia
de la concentracion de proteina sobre la polimerizacion de FisZ en estado GDP
inducida por NPY. Para ello se registré la polimerizacion de FisZ a distintas
concentraciones en presencia de un exceso de GDP y 32 yM de NPY. Con este
proposito, FisZ se pre incubd en el amortiguador HEPES 50 mM pH 7,3, KCI 50
mM, MgCl; 10 mM, DMSO 1 % y GDP 2 mM. La reaccién se inicié agregando
el compuesto y se midié hasta que el valor de la dispersién de luz alcanzd un
estado estable.

2.7.4. Efecto de Mg® sobre la polimerizacion de FtsZ-GDP inducida por NPY.
Se determiné si la polimerizacion de FtsZ inducida por NPY es dependiente de
la concentracién de Mg®*. Para ello se registré la polimerizacién de 12,5 y 30
UM de FtsZ con 32 uM de NPY en presencia y ausencia de Mg?. La proteina se
pre incubd en el amortiguador HEPES 50 mM pH 7,3, KCI 50 mM, DMSO 1 % y
GDP 2 mM, agregando MgCl: (10 mM) o EDTA (1 v 5 mM) de acuerdo a la
condicion ensayada. La reaccion se inicié agregando el compuesto y se midié

hasta que el valor de la dispersién de luz se mantuvo constante.
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2.8. Morfologia de los polimeros de FisZ.

Se determind el efecto de los compuesios y las diferentes condiciones de
polimerizacién sobre la morfologia de los po]ﬁneros de FitsZ mediante
microscopia electrénica. Para esto, se tomaron muestras de 10 pL a distintos
tiempos durante la polimerizacién (ej. durante estado estacionario y la
despolimerizacion de FtsZ). La muesira se depositd sobre una grilla,
previamente activada durante 30 minutos por UV cercano, se dejd por 1 minuto,
se retird el exceso de muestra con un papel filtro, luego se lavd en 10 uL de
agua nanopura y el exceso de retiré de la misma forma anterior. Se incub6 en
acetato de urarfilo 2 % por 1 minuto, retirando el exceso con papel filtro. Para
visualizar los polimeros se utilizdé un microscopio electrénico de transmision
PHILIPS TECNAI 12 BIOTWIN del UMA de la PUC. El analisis dimensional de

los filamentos se hizo con el software Image.d.

2.9. Actividad GTPasica de FisZ.

Se determind la actividad GTPasica de EcFisZ y BsFisZ en presencia de los
compuestos mediante el método acoplado a las enzimas piruvato quinasa (Ec.
1) y lactico deshidrogenasa (Ec. 2) (Ingerman y Nunnari, 2005). Este método,
que se basa en las reacciones mostradas a continuacion, resulta ser similar al
sistema de regeneracién utilizadc en los ensayos de dispersién de luz, que
utiliza la primera reaccién sefialada como ecuacién 1. Esto es favorable, pues

hace comparables los ensayos debido a la similitud de las condiciones.
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Fosfoenolpiruvato+ GDP<«— Piruvato+ GTP | (Ecuacién 1)

. LDH
Piruvato + NADH <«——— Lactato + NAD (Ecuacion 2)

Dado a que el NADH absorbe a 340 nm, se registrd la cinética de su oxidaciéon
a esta longitud de onda, lo que se observa como una disminucién de la
absorbancia en el tiempo. Se calcul6 la velocidad de oxidacion de NADH, la
cual es equivalente a la velocidad de hidrélisis del GTP (reaccién limitante),
pues por cada mol de NADH que se oxida se requiere la hidrélisis de un mol de
GTP.

La actividad GTPasica de EcFtsZ y BsFtsZ se midié con este método tanto en
ausencia (control) y como en presencia de los compuestos. Para ello la proteina
se pre incub6é a una concentracién de 12,5 pM, a 30 °C en amortiguador
HEPES 50 mM pH 7,3, KCl 50 mM y MgCl; 10 mM, DMSO 1%, PEP 1 mM,
NADH 0,6 mM y con el compuesto a una concentracion equivalente a su
maxima solubilidad, en un volumen final de 500 uL. La reacciéon de
polimerizacién y de oxidacién del NADH se inici6 mediante la adicion de GTP 2
mM y 10 puL de una mezcla de PK/LDH (745-906 U/mL, respectivamente). La
absorbancia del NADH se midié en funciéon del tiempo a 340 nm en un
espectrofotébmetro de arreglo de diodos Hewlett—Packard 8452A, y se registro
desde la pre incubacion de FtsZ. A las curvas obtenidas se les calcul6 las
pendientes, las cuales equivalen a la velocidad de oxidacion del NADH, y por
ende, a la velocidad de hidrélisis del GTP. El numero de moles de GTP

hidrolizado se calcul6é con un valor del coeficiente de extincion del NADH a 340
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nm de 6.220 M cm™.

2.10. Efecto de los compuestos sobre la polimerizacién de tubulina.

Para determinar el efecto de B2T sobre la polimerizacion de tubulina se midié la
dispersién de luz a 350 nm en el tiempo. No se ensayo el efecto de NPY, debido
a que este se encuentra publicado (Gutiérrez y cols., 2015). En los ensayos,
tubulina se pre incubd a una concentracion fija de 1,5 mg/mL a 4 °C en
amortiguador de polimerizacion (fosfato de sodio 10 mM pH 7,0, GTP 0,1 mM,
MgCl, 16 mM, EGTA 1 mM, glicerol 25% viv) y B2T en su concentracién
maxima de solubilidad. A la muestra se le midi6 la dispersién de luz a 350 nm a
4 °C por un tiempo corto para obtener la linea base y luego se subid la
temperatura a 37 °C para inducir la polimerizacién. Luego de un tiempo se bajo
nuevamente la temperatura para inducir esta vez la despolimerizacion. Se
analizaron los maximos de las curvas para determinar el efecto provocado por

el compuesto.
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Resultados

1. Caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos.

En un frabajo previo del laboratorio se observd que NPY es el que mejor inhibid
la polimerizacion in vitro de FtsZ de E. coli. Asi mismo, en el laboratorio dei Dr.
Miguel Vicente del Centro Nacional de Biotecnologia (Madrid, Espafia), se
observé que B2T era el mejor inhibidor del crecimiento en placas de E. coli. En
cuanto a su solubilidad en medio acuosc, NPY presenta un valor de LogP
tedrico de 2,41 + 0,44 y B2T de 2,62 £ 0,40, que indica una mayor solubilidad
tedrica en medio acuoso de NPY en una prueba octanol/agua. Debido a la baja
solubilidad de estos compuestos en agua, se utilizd DMSO para aumentar éu
solubilidad en medio acuoso. La absorbancia en el rango especiral UV visible
de ambos compuestos disueltos en DMSO 100% se muestra en la figura 3.
Para NPY se observan tres maximos, a 262, 328 y 421 nm. Y para B2T se

observa un maximo a 275 nm y otro no bien definido a 370 nm.
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Figura 3. Caracteristicas fisicoquimicas de NPY y B2T. Espectros de
absorbancia de los compuestos en DMSO 100%. Se informa el valor del
coeficiente de extincion calculado para cada compuesto.

Se determinaron experimentalmente los coeficientes de extincion molar (ver
Materiales y Métodos) para NPY a 421 nm y para B2T a 275 nm, obteniéndose
valores de 8.829 M'cm™y 9.624,7 M'cm™, respectivamente.

Los resultados de la figura 4 muestran el espectro de absorbancia de los
compuestos en medio acuoso con DMSO 1% (amortiguador de polimerizacion).
Para NPY se observan dos maximos, a 254 y 304 nm. Para B2T se observan 2
maximos y dos hombros, a 232 y 274 nm, y a 252 y 298 nm, respectivamente.
Se observa que los espectros en DMSO 100% y en amortiguador de
polimerizaciéon no son iguales, siendo las principales diferencias el corrimiento
de los maximos hacia longitudes de onda mas bajas. Se observa ademas la

desaparicion de un maximo de NPY (421 nm) y la aparicién de los dos hombros
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en B2T. El fenébmeno de corrimiento de los maximos hacia longitudes de ondas
menores (efecto hipsocrémico) se explica por una mayor solvatacion de los
pares de electrones no enlazantes presentes en la molécula analizada, lo que
disminuye la energia de los orbitales n. De esta manera el salto energético es
mayor, lo cual se traduce en longitudes de onda mas cortas. Este efecto suele
ser intenso en solventes polares proticos (como el agua), en donde es posible la
formacién de puentes de hidrégeno entre los protones del solvente y los pares
de electrones no enlazantes. Al variar la concentracion de ambos compuestos
se observa que hasta 32 uM para NPY y 64 uM para B2T, se cumple la ley de

Lambert Beer.
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Figura 4. Espectros de absorbancia de los compuestos NPY y B2T en
medio acuoso con DMSO 1%. A) Espectros de absorbancia de NPY a
diferentes concentraciones en amortiguador de polimerizaciéon (HEPES 50 mM
pH 7,2, KCI 50 mM, MgCl; 10 mM y DMSO 1%). B) Espectros de absorbancia
de B2T a diferentes concentraciones en amortiguador de polimerizacion.

33




La desviacién de la linealidad sobre estas concentraciones se puede deber a
una disminucién de la solubilidad de los compuestos al sobrepasarlas, que
puede ser la causa principal de esta desviacidn debido al rango pM de
concentraciones utilizadas. Ofra de las causas de desviacién de la linealidad es
la heterogeneidad de las muestras. Nuestros compuestos tienen grupos
hidroxilos en las posiciones 4 y 7; 2 y 5 del anillo naftil y del anilio bencil,
respectivamente. Estos grupos son susceptibles a la oxidacion para producir los
respectivos compuestos quindnicos, los cuales tienen coeficientes de extincion
diferentes. Para probar la estabilidad de estos compuestos en su forma no
oxidada se tomaron espectros en DMSO 100% a distintos tiempos {entre 190 y
820 nm), como se observa en la figura 5. Los principales cambios en el
espectro ocurren entre 270 y 310 nm para NPY. En esta zona se hace evidente
un nuevo maximo de absorcién a 297 nm. También se produce un aumento de
la absorbancia hacia el rojo desde 300 nm a las 8 horas, que disminuye a
tiempos mas largos. Para B2T no se observan cambios significativos, salvo a

las 20 horas en que aparece un maximo a 264 nm.
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Figura 5. Estabilidad en el tiempo de los compuestos NPY y B2T en DMSO.
A) Espectros de absorbancia de una solucidon de NPY en DMSO medidos a
distintos tiempos. B) Espectros de absorbancia de una solucion de B2T en
DMSO medidos a distintos tiempos.

Los resultados en su conjunto muestran que los compuestos no son estables en
el tiempo a temperatura ambiente, por lo que en todos los experimentos se
utilizaron muestras almacenadas a -80 °C en atmoésfera de nitrégeno, que
conservaron sus propiedades espectrales en estas condiciones. La solubilidad
de los compuestos nos permitié utilizar como concentraciones maximas 32 y 64
UM para NPY y B2T, respectivamente. Las concentraciones utilizadas se

cuantificaron mediante los coeficientes de extincién antes sefalados.

2. Efecto de NPY y B2T sobre la polimerizacién in vitro del heterodimero de af-

tubulina.

En la hipétesis se plantea que “la similitud del efecto inhibidor de DAPI en

tubulina y FtsZ, permite predecir que los compuestos derivados de fenstatina
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que se unen a tubulina deberfan también unirse a FisZ de Escherichia coli
(EcFisZ) y de Bacillus subtilis (BsFtsZ) e inhibirlas”. Los resultados de un
trabajo hecho en el laboratorio (Gutiérrez y cols., 2015) en forma paralela a esta
tesis, demuestran que NPY inhibe la polimerizacién de tubulina y se une con
una constante de afinidad de 1,02 + 0,23 pM. En este frabajo se enconiré que
B2T no inhibe la polimerizacién del heterodimero de tubulina (ver Fig.MS 2). Por
esta razon, para probar o rechazar la hipétesis se estudid el efecto de estos

compuestos sobre la polimerizacion de FisZ.

3. Efecto de NPY y B2T sobre la polimerizacidn in vitro de FisZ de E. coli y B.

subtilis.

En la division bacteriana la septacién se produce por la formacién del anillo Z,
que consiste en pequeros filamentos que se superponen en la mitad
longitudinal de la célula. La formaciéon de los filamenios lleva implicita la
induccion de actividad GTPasica. Por este motivo, para caracterizar la accion
de NPY y B2T se analizd su efecto sobre la polimerizacién y la actividad

GTPasica de FisZ de E. coli y B. subtilis purificadas (Fig. MS1).

3.1. Polimerizacion.
3.1.1. Polimerizacion en presencia de NPY. La curva del control de la

polimerizacion de EcFtsZ de la figura 6 muestra ires fases caracteristicas, una

rapida polimerizaciéon inicial, un estado estacionario de los polimeros y su




despolimerizacion. El estado estacionario termina a los 54 minutos
aproximadamente, y se inicia la despolimerizacion que concluye a los 64
minutos. Al aumentar la concentracion de NPY desde 2 a 32 uM se observa una
disminucion del Al al inicio del estado estacionario. Durante el estado
estacionario se observa un aumento lineal de la dispersion de luz, cuya
pendiente positiva depende de la concentracion de NPY y se observa también
un leve descenso de la duracion de este estado, sin afectar mayormente la
velocidad de despolimerizacion. Luego de la despolimerizacion, se observa que
la dispersion de luz no disminuye hasta el valor alcanzado por el control,
incrementando esta diferencia a medida que se aumenta la concentracion de
NPY. En todos los casos NPY produce un aumento de la dispersion de luz en el

tiempo después de la despolimerizacion.
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Figura 6. Efecto de NPY sobre la polimerizacion de EcFtsZ inducida por
GTP. Cinéticas de polimerizacion de EcFtsZ seguidas por dispersion de luz a
350 nm en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de NPY a 30
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°C. En estos ensayos se utilizé el amortiguador HEPES 50 mM pH 7,2, KCI 50
mM, MgClz 10 mM, DMSO 1%, GTP 1 mM, PEP 1 mM y PK. EcFtsZ se utiliz6 a
12,5 uMy NPY entre 2 y 32 uM.

El comportamiento antes descrito se puede interpretar como la ocurrencia de
dos reacciones paralelas con constantes de velocidad diferentes, en que la de
la polimerizacién con GTP es mayor a la constante de la otra reaccién. El
andlisis del efecto de NPY sobre la polimerizacion se hara considerando la
variacion del valor de las pendientes durante el estado estacionario y el valor
maximo alcanzado previo a la despolimerizacién. La disminucion casi lineal del
Al inicial del estado estacionario versus la concentraciéon de NPY, alcanza sélo
un 40% de disminuciébn a la concentracion mas alta de NPY. Este
comportamiento no corresponde a un fendmeno tipico de inhibicidn, pues su
conducta debiera ajustarse mas bien a una isoterma de saturacion. En la figura
MS3A se observa la relacion entre el Al alcanzado inmediatamente antes de la
despolimerizacién, respecto al control, y a la concentracién de NPY. Estos
valores se incrementan con el aumento de la concentracion de NPY y presentan
una conducta sigmoidea, la cual ha sido asociada a una unién de tipo
cooperativo que no en todos los casos corresponde. El ajuste de los datos
experimentales a una ecuacion sigmoidea, muestra un valor de lgs= 5,74 +
0,21 uM y un np= 2,17 £ 0,18. Al graficar las pendientes del estado estacionario
versus la concentracién de NPY (Fig. MS3B) se observa también un

comportamiento sigmoideo, con un valor de lps= 4,64 + 0,08 pM y un n,= 2,42 +

0,08. El analisis de las pendientes de [a dispersibn de luz post




despolimerizacion muestra también una conducta sigmoidea, con un valor de
los= 2,3 £ 0,06 pM y un np= 3,42 + 0,35 (Fig. MS3C). Sin emba\rgo, las
diferencias obtenidas de éste ultimo analisis respecto a los valores de los y np,
aungue cercanos a los valores anteriores, podrian estar influidos por la cercania
al equilibrio de la reaccién. ,

Para BsFtsZ (Fig. 7) se observa en la curva control de polimerizacién un répido
aumento de la dispersién de luz que muestra un pequefio overshoot luego del
cual la dispersion baja lentamente hasta que se inicia el proceso de
despolimerizacién caracteristico. La polimerizacién en presencia de NPY se
caracteriza por un rapido aumento inicial de la dispersién de luz que no alcanza
un estado estacionario tipico, pues después del rapido aumento inicial de la
dispersién de luz se produce un aumento mas lento que se desacelera hasta
alcanzar un maximo y que posteriormente se despolimeriza en dos etapas.
Luego de la despolimerizacion se observa que la dispersion de luz no disminuye
hasta el valor del control, aumentando el valor de la dispersion y su pendiente

con la concentracion de NPY. Posteriormente el valor de la dispersion de luz

aumenta en el tiempo de manera lineal.
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Figura 7. Efecto de NPY sobre la polimerizacion de BsFtsZ inducida por
GTP. Cinéticas de polimerizacion de BsFtsZ seguidas por dispersion de luz a
350 nm en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de NPY a 30
°C. En estos ensayos se utilizé el amortiguador HEPES 50 mM pH 7,2, KCI 50
mM, MgCl; 10 mM, DMSO 1%, GTP 1 mM, PEP1 mM y PK. FtsZ se utilizé a
12,5 uMy NPY entre 2 y 32 uM.

Al igual que para EcFtsZ se considerara que en la polimerizacién de BsFtsZ
ocurren dos reacciones paralelas. De manera analoga a lo que ocurre con
EcFtsZ, el Al inicial depende de manera inversa de la concentracion de NPY,
disminuyendo casi un 70% a la concentracién mas alta de NPY. En el estado
estacionario de la polimerizacion se observa una conducta no lineal atipica, por
esta razén a esta region le restamos el valor del control y lo ajustamos a una
conducta lineal, donde se observa que la pendiente aumenta con la
concentracion de NPY. Al graficar el valor de estas pendientes versus la

concentracion de NPY se observa en la figura MS4A una conducta sigmoidea,

con un valor de lps= 9,13 £ 0,66 uM y un ny,= 2,29 + 0,20. El analisis de las
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pendientes de la dispersion de luz post despolimerizacion muestra una
conducta hiperbdlica, con un valor de lps= 4,37 + 0,62 yM (Fig. MS4B).

Los resultados anteriores indican que la unién de NPY a FisZ es sigmoidea y
una explicacion razonable para esta conducta es la presencia de nuevos
polimeros inducidos por NPY, en equilibrio dinamico con monémeros de FtsZ.
Resultados previos del laboratorio evidencian que NPY no se une al monémero
de FtsZ en baja concentracién, con lo que podemos suponer entonces que la
union ocurre de manera “cooperativa’ con la aparicion de oligobmeros de FisZ,
generando los sitios de unién a los polimeros, entre ellos un polimero diferente
de los filamentos habituales de FisZ.

3.1.1.1. Morfologia de los polimeros inducidos por NPY. Para confirmar que el
cambio en la dispersion de luz provocado por NPY se debia a un cambio en la
forma de los polimeros, éstos se visualizaron por microscopia electrénica. Los
polimeros analizados corresponden al estado estacionario de la polimerizacion
inducida por GTP en ausencia y presencia de 32 uM de NPY. En la figura 8A,
se observan principalmente filamentos simples, largos (largo promedio 854
546 nm), curvos y de forma helicoidal de EcFisZ, en ausencia de los
compuestos (control). En presencia de NPY los filamentos se acortan
aproximadamente a la mitad respecto al control y pierden la forma helicoidal,
manteniendo su curvatura (Fig. 8C). Aparecen filamentos simples, dobles y
triples, en una proporcion 76, 19 y 5 %, respectivamente (ver Fig. MS5), y con
un largo promedio 854 * 546 nm, 423 + 212 nm y 635 = 215 nm,

respectivamente. En la figura 8B, se observan filamentos simples de BsFtsZ
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mucho mas cortos (largo promedio 207 + 59 nm) y menos curvos que los de
EcFtsZ, en ausencia de los compuestos (control). En presencia de NPY los
filamentos muestran una poblacién heterogénea donde se percibe una
disminucién del largo de los filamentos (largo promedio de 218 % 137 nm, con
una mayor poblacion entre 100 y 200 nm, ver Fig. MS5) que tienden a curvarse
e incluso formar semicirculos (Fig. 8D)

Luego de la despolimerizacion de los filamentos persiste un aumento de la
dispersién de luz que se explica por una polimerizacién de FtsZ-GDP. Se
tomaron muestras a los 90 minutos de los procesos mostrados en las figuras 6
y 7 y se analizaron por microscopia electrénica. En la figura 8E y 8G se
muestran los polimeros de EcFisZ, enire ellos se distinguen estructuras mas
bien rectas de anchos variables enire 8 y 30 nm al parecer formadas por
interacciones de filamentos simples. Predominan también cimulos formados
por filamentos difusos de anchos variables entre 8 y 20 nm. En la figura 8F y
8H se muestran los polimeros de BsFtsZ, y se observan al menos 3 formas de
ellos. Llama ia atencién la presencia de polimeros cortos, gruesos y pocos
definidos por lo que no se pudo medir su ancho. También se distinguen
semicirculos y estructuras cilindricas muy bien definidas al parecer formadés

por la interaccién lateral de pequefios anilios que muestran un ancho de 19,2 +

0,9 nm.




Control

NPY

NPY post
despol.

NPY post
despol.

Figura 8. Efecto de NPY sobre la morfologia de los polimeros de EcFtsZ y
BsFtsZ inducidos por GTP. Microscopias electrénicas con tincion negativa de
muestras tomadas durante la polimerizacion de EcFisZ y BsFisZ en ausencia (A
y B, respectivamente) y en presencia de 32 pM de NPY (C y D,
respectivamente) durante el estado estacionario de la polimerizacioén. En E)-G)
y F)-H) se muestran polimeros de EcFtsZ y BsFisZ, respectivamente, de
muestras tomadas después de la despolimerizacidn. Las polimerizaciones se

43




hicieron en amortiguador HEPES 50 mM pH 7,2, KCI 50 mM, MgCl> 10 mM,
DMSO 1%, GTP 1 mM, PEP1 mM y PK. FisZ se utilizé a 12,5 pM. En cada
fotografia esta indicada la escala de medida.

3.1.2. Polimerizacion en presencia de B2T. En la figura 9 se muestra la curva
control de EcFisZ con sus tres etapas caracteristicas (descritas anteriormente),
conducta que también se observa en las curvas en presencia de B2T. Al
aumentar la concentracion de B2T de 4 a 64 uM se observa una disminucion
progresiva del Al al inicio del estado estacionario, no viéndose mayormente
afectado la duracidn de! mismo ni la velocidad de despolimerizacion. Al
expresar la disminucién del Al como porcentaje de la inhibicion de la
polimerizacién en funcién de la concentracion de B2T (Fig. MS6), se obtiene un

comportamiento sigmoideo con lgs= 27,42 £+ 7,20 yMy n, = 1,47 £ 0,28.
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Figura 9. Efecto de B2T sobre la polimerizacion de EcFtsZ inducida por
GTP. Cinéticas de polimerizacion de EcFtsZ seguidas por dispersion de luz a
350 nm en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de B2T a 30 °C.
En estos ensayos se utilizé el amortiguador HEPES 50 mM pH 7,2, KCI 50 mM,
MgCl; 10 mM, DMSO 1%, GTP 1 mM, PEP1 mM y PK. FtsZ se utiliz6 a 12,5
MM y B2T entre 4 y 64 uM.

En la figura 10 se observa la curva control de BsFtsZ, descrita anteriormente. Al
aumentar la concentracion de B2T de 4 a 64 uM se observa una disminucién
progresiva del A/ al inicio del estado estacionario y una leve disminucién de la
extension del mismo en presencia del compuesto en el rango de 4 a 16 uM.
Por el contrario, a las concentraciones 32 y 64 uM el estado estacionario

muestra una duracién mayor al del control y la velocidad de despolimerizacion

disminuye.
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Figura 10. Efecto de B2T sobre la polimerizacion de BsFtsZ inducida por
GTP. A) Cinéticas de polimerizaciéon de BsFtsZ seguidas por dispersion de luz a
350 nm en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de B2T a 30 °C.
En estos ensayos se utilizé el amortiguador HEPES 50 mM pH 7,2, KCI 50 mM,
MgClz 10 mM, DMSO 1%, GTP 1 mM, PEP1 mM y PK. FtsZ se utilizé a 12,5
MMy B2T entre 4 y 64 uM.

Al expresar la disminucion del Al como porcentaje de la inhibicién de la
polimerizacién en funcién de la concentraciéon de B2T (Fig. MS7), se obtiene un

comportamiento hiperbdlico con un lps= 14,13 + 2,30 uM.

3.1.2.1. Morfologia de los polimeros inducidos por B2T. Para confirmar que el
cambio en la dispersion de luz provocado por B2T se debia a un cambio en la
forma de los polimeros, éstos se visualizaron por microscopia electrénica. Los
polimeros analizados corresponden al estado estacionario de la polimerizacion
inducida por GTP en ausencia y presencia de 64 uM de B2T. En la figura 11A,

se observan principalmente filamentos simples, largos, curvos y de forma
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helicoidal de EcFtsZ en ausencia de los compuestos (control). En presencia de
B2T (Fig. 11C) los filamentos se acortan a un poco menos de la mitad del valor
del control y pierden la forma helicoidal, manteniendo su curvatura. Aparecen
filamentos simples, dobles y triples, en una proporcién 47, 39 y 14 % (ver Fig.
MS5), respectivamente, y con un largo promedio 298 + 140 nm, 385 +140 nm y
374 + 165 nm, respectivamente. En la figura 11D se observan solo filamentos
simples de BsFisZ, mas cortos (largo promedio 207 + 59 nm) y menos curvos
que los EcFtsZ, en ausencia de B2T (control). Estos filamentos muestran un

largo menor (largo promedio 135 + 60 nm) y son mas curvados que el control.

Control

B2T

Figura 11. Efecto de B2T sobre la morfologia de los polimeros de EcFtsZ y
BsFtsZ. Microscopias electrénicas con tincién negativa de muestras tomadas
durante la polimerizacion de EcFisZ y BsFisZ en ausencia (A y B,
respectivamente) y en presencia de 64 pM de B2T (C y D, respectivamente)
durante el estado estacionario de la polimerizacién. Las polimerizaciones se
hicieron en amortiguador HEPES 50 mM pH 7,2, KCi 50 mM, MgCl> 10 mM,
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DMSO 1%, GTP 1 mM, PEP1 mM y PK. FtsZ se utiliz6 a 12,5 uM.

3.1.3. Concentracién critica. Para dilucidar si NPY y B2T, ademas de afectar la
forma de los polimeros e inhibir la polimerizacion de EcFtsZ y BsFtsZ, genera
un efecto sobre el equilibrio entre las especies monoméricas y poliméricas, se
determiné la concentracion critica en presencia y ausencia de los compuestos.
La concentracion critica es el valor de la interseccion de la recta en el eje de la
abscisa en el grafico de dispersion de luz versus concentracion de FtsZ.
Conscientes que la dispersion de luz no permite obtener parametros
termodinamicos, hicimos experimentos de sedimentacién de los polimeros para
obtener la masa de los polimeros sedimentados a diferentes concentraciones
de FtsZ, desafortunadamente bajo todas las condiciones probadas no pudimos
sedimentar en forma cuantitativa los polimeros. Por lo tanto, evaluamos la
concentracion critica mediante dispersion de luz. En la figura 12 se muestran
los resultados obtenidos para EcFtsZ (Fig. 12A) y BsFtsZ (Fig. 12B) y en cada
caso en ausencia y presencia de 32 uM de NPY y 64 uM de B2T. En todos los
ensayos se observa una relacion lineal entre el Al y la concentracion de
proteina en el rango estudiado (3 a 12,5 uM), tanto en ausencia (control) como
en presencia de los compuestos. Ademas, se muestra que la pendiente de las
rectas disminuye en presencia de los compuestos respecto al control, siendo
menor la obtenida con NPY, tanto para EcFtsZ como BsFtsZ. Respecto a la
concentracion critica, se observa que su valor (interseccion de la recta con el

eje-x) es independiente de la presencia del inhibidor.
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Figura 12. Efecto de NPY y B2T sobre la concentracion critica de EctsZ y
BsFtsZ. Graficos de concentracion critica de EcFtsZ y BsFtsZ, A) y B)

respectivamente, en ausencia (control) y presencia de 32 yM de NPY y 64 uM
de B2T.

Los valores de las concentraciones criticas obtenidas se muestran en la tabla |

y se observa que éstos no son significativamente diferentes para cada una de

las proteinas tanto en presencia como en ausencia de los inhibidores.
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Tabla I. Concentraciones criticas de EcFtsZ y BsFtsZ en presencia de NPY y
B2T.

Condicién Cc [uM]
EcFtsZ control 0,43
EcFtsZ + 32 pM NPY 0,30
EcFisZ + 32 uM B2T 0,39
BsFisZ control 1,0
BsFitsZ + 32 uM NPY 0,7
BsFtsZ + 32 uM B2T 1,03

Estos resultados en su conjunio son coherentes, pues confiman que la
disminucion de la dispersién de luz se debe a una disminucién del largo de los
filamentos y no a una disminucién de la masa de ellos, como lo demuestran los
valores similares de concentracioén critica y la disminucién de la pendiente en

presencia de los compuestos.

3.2. Actividad GTPasica.

La union a nucleétido es esencial para la funcién de FtsZ, debido a que
polimeriza en presencia de GTP y despolimeriza cuando éste se hidroliza a
GDP. Moléculas que afectan la actividad GTPasica modifican el

comportamiento dinamico de la profeina alterando la correcta funcién de la
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misma.

En la tabla Il se muestran los valores de la velocidad de hidrolisis de GTP
obtenidos para EcFisZ y BsFtsZ en ausencia (control) y presencia de los
compuestos estudiados. Estos valores se exp;"esaron en pmoles de GTP
hidrolizado por litro por minuto (uM/min) y se normalizaron por la concentracién
de FtsZ. Los valores se obtuvieron del promedio de 6 mediciones
independientes por condicién. La desviacion estandar se calculd utilizando la

siguiente férmula:

de= ———Z i f)m

1 (Ecuacién 3)

Donde d.e es la desviacién estandar, x es la actividad GTPasica obtenida en el
ensayo individual, x corresponde al promedio (media) de todos los valores
obtenidos en los ensayos y n es el nimero de observaciones. Se observa que
la actividad GTPasica disminuye en presencia de los compuestos y que B2T es
mejor inhibidor que NPY para EcFtsZ (18,95 y 6,6 % de inhibicion,
respectivamente) y para BsFisZ la inhibicibn es similar para ambos

compuestos, NPY 5,37 % y B2T 8,6 %.
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Tabla Il. Actividad GTPasica de EcFisZ y BsFtsZ en ausencia y presencia de
NPY y B2T.

Condicion Act. GTPasica
[PiFtsZ/min]
EcFtsZ control 1,688 + 0,021

EcFisZ + 32 yM NPY 1,676 £ 0,019
EcFisZ + 64 uM B2T 1,368 £ 0,017
BsFtsZ control 0,744 + 0,048
BsFtsZ + 32 yM NPY 0,704 + 0,037

BsFtsZ + 64 yM B2T 0,68+ 0,03

Los valores fueron sometidos a un andlisis estadistico para determinar si la
diferencia observada entre la condicién control y en presencia de compuesto es
estadisticamente significativa. Para ello se utilizdé un intervalo de confianza del
95% y se obtuvo que para todos los casos la diferencia entre estos valores es
estadisticamente significativa, con un P < 0,001 para la comparacioén entre
EcFtsZ control en las condiciones 32 uM de NPY y 64 uM de B2T y BsFitsZ
control con 64 pM de B2T. Para la comparacién de los valores de velocidad de
hidrélisis de GTP de BsFtsZ control y 32 pM NPY se obtuvo un P = 0,029.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por microscopia
electrénica para ambas proteinas, pues se sabe que la formacion de filamentos

dobles y triples produce inhibicion de la actividad GTPasica.
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3.3. Analisis del efecto de NPY luego de la despolimerizacion.

Se ha dejado para el final el analisis del efecto de NPY sobre el aumento de la
dispersion de luz después de la despolimerizacion de EcFisZ y BsFtsZ. NPY
produce un aumento lineal de la dispersion de luz que tiende a alcanzar un
plateau. Este es un fenémeno no antes descrito que ocurre con la forma GDP
de estas proteinas, que en ausencia del compuesto permanecen como dimeros
y monomeros después de la polimerizacion.

3.3.1. Polimerizacién de EcFtsZ-GDP con NPY. Para entender el efecto de NPY
sobre la polimerizacioén de EcFtsZ, en la figura 13A se tomaron los resultados
de la polimerizacién en presencia del sistema de regeneracion de GTP, GTP
1mM y 32 pM de NPY con su respectivo control desde la figura 6. Estos
resultados se suplementan con los de la polimerizacion en presencia de GDP 2
mM y 32 M de NPY y el control que corresponde a EcFtsZ con 2 mM de GDP.
Los resultados muestran un aumento de la dispersién de luz en presencia de
NPY con EcFtsZ-GDP respecto al control, de esto se infiere que el aumento de
la pendiente después de la despolimerizacién es un efecto de NPY sobre
EcFtsZ-GDP. Para evitar cualquier interferencia del sistema‘de regeneracion de
GTP se hizo un experimento de polimerizacion de EcFtsZ con 1 mM GTP o 2
mM GDP sin sistema de regeneracion en presencia de 32 uM de NPY
(Fig.13B). Los resultados muestran una tipica conducta de polimerizacién con
GTP y que en presencia de GDP se produce un aumento en [a dispersion de
luz. Se observa que después de la despolimerizacién en presencia de GTP

ambas curvas se superponen, indicando una conducta idéntica para EcFtsZ en
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presencia de GDP. Para determinar la influencia de la concentracion de GDP (o
mas bien la influencia del GDP libre) en el efecto de NPY sobre EcFtsZ, se
realizaron dos ensayos comparativos mas en presencia de NPY, uno con GDP
en el sitio del nucleétido (proveniente de la preparacion de proteina) y otro con
un exceso de 2 mM de GDP. En la figura 13C se observa que en presencia de
un exceso de GDP la velocidad de la reaccién es mayor y el maximo alcanzado

es menor que con solo GDP unido a la proteina (tabla III).
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Figura 13. Efecto de NPY sobre EcFtsZ. Las cinéticas de polimerizacién se
midieron por dispersion de luz a 350 nm a 30 °C. A) Efecto de NPY sobre
EcFtsZ-GDP y EcFtsZ-GTP. Se midieron las cinéticas de polimerizaciéon de
EcFtsZ en amortiguador de polimerizacion con sistema de regeneracién de GTP
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(PK/PEP) y 1 mM GTP, en ausencia y presencia de 32 uM de NPY (cinéticas en
negro y rojo, respectivamente). Se midié también la polimerizaciéon de EcFisZ
en amortiguador de polimerizacién con 2 mM de GDP, en ausencia y presencia
de 32 uM de NPY (en amarillo y verde, respectivamente). B) Efecto de NPY
sobre la polimerizaciéon de EcFisZ sin sistema de regeneracién. Se midio la
polimerizacion de EcFtsZ en presencia de 32 uM de NPY, tanto en amortiguador
de polimerizacién sin sistema de regeneracién y 1 mM de GTP {(en negro) como
en amortiguador de polimerizacién sin sistema de regeneracién y 2 mM de GDP
(en rojo). C} Influencia de la concentracion de GDP en el efecto de NPY sobre
la polimerizacién de EcFisZ-GDP. Se midi6 la dispersién de luz de los
polimeros de EcFisZ-GDP obtenidos en presencia de 32 yM de NPY y de un
exceso de GDP (* = 2 mM). Para todos los ensayos, EcFtsZ se utilizé a una
concentracion final de 12,5 uM.

Tabla [ll. Efecto de NPY sobre la dispersion de luz de EcFisZ y BsFisZ en
presencia de un exceso de GDP?.

Condicién Velocidad inicial,
A, UA Kk min”’
EcFtsZ + 32 uM NPY 72,14 0,0317£ 0,0001 1,46
EcFisZ + 32 pM NPY + 2 mM GDP 53,07 0,0428+ 0,0001 1,70
BsFtsZ + 32 uM NPY 60,79 0,0006 2,98
BsFtsZ + 32 pM NPY + 2 mM GDP 54,94 0,0011 3,18

? Los valores experimentales se ajustaron a la ecuacion [ = A (1-exp’ ¥, donde | es Ia intensidad de la
dispersién de luz, A es la intensidad méxima y k” es la contante de velacidad. La velocidad inicial es el
valor de la pendiente de la parte [ineal al inicic de las curvas de progreso.
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3.3.1.1. Efecto de la concentracién de proteina sobre la polimerizacion de
EcFtsZ-GDP en presencia de NPY y morfologia de los polimeros. La
polimerizacién a diferentes concentraciones de FtsZ en presencia de GTP
(flamentos rectos) muestra una concentracién critica cuyo valor aumenta
considerablemente si la polimerizacion se induce con GDP (filamentos curvos)
(Huecas y Andreu, 2004). Para comprobar si NPY reduce la concentracion
critica de polimerizacion de EcFtsZ en presencia de GDP ensayamos ia
polimerizacion a diferentes concentraciones de proteina, con 2 mM de GDP en
presencia de 32 pM de NPY. En la figura 14A se observa que al aumentar la
concentracién de proteina se produce un aumento en la dispersién de luz hasta
alcanzar un plateau, lo cual indica que la polimerizacién es dependiente de la
concentracion de proteina. En la figura MS8A se observa que Ia relaciéon entre
el aumento de la dispersion de luz del plateau y la concentracion de EcFisZ es
lineal, cuya curva de regresién es una recta que pasa por el origen cuya
pendiente es igual a 4,65. Este resultado muestra que el fendmeno de
polimerizacion de EcFisZ-GDP inducida por NPY no presenta una
concentracion critica, lo que sugiere que NPY elimina [a concentracion critica de
la polimerizacién de EcFtsZ-GDP. Esta conducta es propia de un mecanismo de
polimerizacién isodésmico (Romberg y cols., 2001).

Para determinar la morfologia de los polimeros, las muestras para las
micrografias se prepararon utilizando 12,5 pM de proteina, 2 mM de GDP y 32
MM de NPY, y se tomaron una vez alcanzado el equilibric de la reaccion de

polimerizacién a los 90 minutos. En la figura 14B se muestran las estructuran
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mas representativas de los polimeros de EcFtsZ-GDP con NPY. Se observan
estructuras curvas algunas veces espiraladas con un ancho de mas o menos 18

nm, que se agrupan en forma desordenada (cumulos).

>
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Figura 14. Efecto de NPY sobre distintas concentraciones de EcFtsZ en
presencia de GDP. Se midi6 por dispersion de la luz a 350 nm a 30 °C la
polimerizacion de EcFtsZ a distintas concentraciones de proteina (A) en
amortiguador de polimerizacién con 2 mM de GDP y 32 uM de NPY. B)
Microscopia  electrénica con tincion negativa de los productos de la
polimerizacion inducida por GDP 2 mM para EcFtsZ a 12,5 uM, en presencia de
32 uyM de NPY.

3.3.2. Polimerizacién de BsFtsZ-GDP con NPY. Para entender el efecto de
NPY sobre la polimerizacion de BsFtsZ, en la figura 15A se han tomado los
resultados de la polimerizacién en presencia del sistema de regeneracion de
GTP, GTP 1 mM y 32 uM de NPY con su respectivo control desde la figura 7.

Estos resultados se suplementaron con los de la polimerizacién en presencia de

2 mM GDP y 32 uM de NPY y el control que corresponde a BsFtsZ con 2 mM
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GDP. Los resultados muestran un aumento de la dispersién de luz en presencia
de NPY para BsFtsZ-GDP respecto al control, y al igual que para EcFtsZ en la
misma condicion, se infiere que el aumento de la pendiente después de ia
despolimerizacion es un efecto de NPY sobre BsFtsZ-GDP. Para descartar
posibles interferencias del sistema de regeneracién de GTP se hizo un
experimento de polimerizacién de BsFtsZ con GTP 1 mM o GDP 2 mM sin
sistema de regeneracion en presencia de 32 uM de NPY (Fig.15B). Los
resultados muestran con GTP un pequefio aumento en la dispersidn de luz que
se mantiene casi constante, a diferencia a lo que se observa con GDP donde el
aumento es mucho mayor. Para determinar la influencia de la concentracién de
GDP (o mas bien la influencia del GDP libre) en el efecto de NPY sobre BsFtsZ,
se realizaron dos ensayos comparativos mas en presencia de NPY, uno con
GDP en el sitio del nucleétido (proveniente de la preparacion de proteina) y otro
con un exceso de 2 mM. En la figura 15C se observa que en presencia de un
exceso de GDP la velocidad de la reaccién es mayor y el méximo alcanzado es

menor que con solo GDP unido a la proteina (tabla Iil).
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de uz 350 nm, UA.

Figura 15. Efecto de NPY sobre BsFtsZ. Las cinéticas de polimerizacion se
midieron por dispersién de luz a 350 nm a 30 °C. A) Efecto de NPY sobre
BsFtsZ-GDP y BsFtsZ-GTP. Se midieron las cinéticas de polimerizacion de
BsFtsZ en amortiguador de polimerizacién con sistema de regeneracion de GTP
(PK/PEP) y 1 mM de GTP, en ausencia y presencia de 32 uM de NPY (cinéticas
en negro y rojo, respectivamente). Se midié6 también la polimerizacion de
BsFtsZ en amortiguador de polimerizaciéon con 2 mM de GDP, en ausencia y
presencia de 32 UM de NPY (en amarillo y verde, respectivamente). B) Efecto
de NPY sobre la polimerizacién de BsFtsZ sin sistema de regeneracion. Se
midi6 la polimerizacion de BsFtsZ en presencia de 32 uM de NPY, tanto en
amortiguador de polimerizacién sin sistema de regeneracién y 1 mM de GTP
(en negro) como en amortiguador de polimerizacion sin sistema de
regeneracion y 2 mM de GDP (en rojo). C) Influencia de la concentracion de
GDP en el efecto de NPY sobre la polimerizacién de BsFtsZ-GDP. Se midi6 la
dispersion de luz de los polimeros de BsFtsZ-GDP obtenidos en presencia de
32 UM de NPY y de un exceso de GDP (* = 2 mM). Para todos los ensayos,
BsFtsZ se utilizé a una concentracion final de 12,5 uM.
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3.3.2.1. Efecto de la concentracién de proteina sobre la polimerizacién de
BsFtsZ-GDP con NPY y morfologia de los polimeros. Al igual que con EcFisZ,
para comprobar si NPY reduce la concenfracién critica de polimerizacion de
BsFtsZ en presencia de GDP, ensayamos la polimerizacién en las mismas
condiciones antes sefialadas para EcFtsZ. En la figura 16A se observa que al
aumentar la concentracion de proteina se produce un aumento en la dispersion
de luz hasta alcanzar un plateau, lo cual indica que la polimerizacién es
dependiente de la concentracién de proteina. En la figura MS8B se observa que
la relacién entre el aumento de la dispersion de luz del plafeau y la
concentracion de BsFtsZ es lineal, cuya curva de regresién es una recta que
pasa por el origen con una pendiente igual a 5,05. El mayor valor obtenido para
la pendiente de BsFisZ respecto al informado para EcFisZ indica que los
polimeros no son los mismos. Este resultado muestra que el fenémeno de
polimerizacién de BsFtsZ-GDP inducido por NPY no presenta una
concentracion critica, lo que sugiere que NPY elimina la concentracion critica
de la polimerizacion de BsFitsZ-GDP a fravés de un mecanismo de
polimerizacién isodésmico.

Para determinar la morfologia de los polimeros, las muestras para las
micrografias se prepararon utilizando 12,5 uM de proteina, 2 mM de GDP y 32
UM de NPY, y se tomaron una vez alcanzado el equilibrio de la reaccién de
polimerizacién a los 90 minutos. En la figura 16B se muestran las estructuras
mas representativas de los polimeros de BsFtsZ-GDP con NPY. A la derecha,

se observan estructuras curvas, algunas veces espiraladas, con un ancho de
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mas o menos 18 nm, que se agrupan en forma desordenada (cumulos).
También aparecen estructuras cilindricas con un diametro de 19,3 + 2,4 nm
(izquierda figura 16B). Al calcular el perimetro y dividirlo por el ancho de un
monomero se obtiene que un anillo del cilindro estd compuesto por 12
monomeros. Al hacer el mismo calculo con anillos de 18,9 + 4,3 nm de diametro
que se encuentran libres, se obtiene un valor de 12 monémeros por anillo. Esto
nos permite especular que los anillos libres encontrados serian los precursores

en la formacion de los cilindros.

>

Intensidad corregida de la dispersion
de luz a 350 nm, UA

Tiempo, min

Figura 16. Efecto de NPY sobre distintas concentraciones de BsFtsZ en
presencia de GDP. Se midi6 por dispersion de la luz a 350 nm a 30 °C la
polimerizacion de BsFtsZ a distintas concentraciones de proteina (A) en
amortiguador de polimerizacion con 2 mM de GDP y 32 uM de NPY. B)
Microscopia  electronica con tincién negativa de los productos de la
polimerizacién inducida por GDP 2 mM para BsFtsZ a 12,5 uM, en presencia de
32 uM de NPY.

Los resultados en su conjunto nos muestran que el efecto de NPY sobre la
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polimerizacion de EcFisZ y BsFisZ es similar, pues afecta las etapas de
polimerizacion y despolimerizacién de ambas proteinas. Una explicacion
razonable a esta conducta es la aparicion de una reaccién de polimerizacion
paralela a la inducida por GTP, con productos diferentes para ambas proteinas
que dependen de la presencia de GDP. Es interesante observar de estas
conductas que los valores de las constantes de inhibicién se mantienen en un
rango entre 2 y 8 uM indicando que la causa de la inhibicién es comun para
ambas proteinas, probablemente debido a la formacién de los polimeros curvos

dependientes de GDP y a un incremento de las interacciones laterales.

3.4. Efecto de Mg?" sobre EcFisZ y BsFisZ en presencia de NPY.

Se sabe que EcFtsZ en presencia de GDP y ausencia de Mg®* permanece en
un equilibric monémero-dimero en solucién, y al agregar 10 mM de Mg?* induce
la formacidn de oligbmeros de masa molecular promedio de 387 kDa,
equivalentes a la masa de un polimero promedio de 10 mondémeros (Rivas y
cols., 2000).

En la figura MS9A, en ausencia de Mg?* y a dos concentraciones de EcFtsZ se
observa que se produce un lento aumento de la dispersion de luz en presencia
de NPY, que alcanza un equilibrio. El desplazamiento del equilibrio a polimeros
que dispersan mas luz depende de la concentracion de proteina. En presencia
de 10 mM de Mg* aparece un periodo de latencia seguido por un aumento
lineal de la dispersidn de luz hasta alcanzar un equilibrio al menos un orden de

magnitud mayor que en ausencia de Mg®* para ambas concentraciones de
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proteina. La velocidad de la reaccién después del periodo de latencia es
dependiente de la concentracion de proteina. Al parecer la polimerizacion en
ausencia de Mg?* inducida por NPY presenta una concentracién critica, pues a
12,5 uM no hay aumento de la dispersion de luz, la cual aumenta alrededor de
4 veces al aumentar la concentracién de proteina 2,4 veces. La cantidad de
EDTA utilizada para eliminar el Mg®* de la reaccién es suficiente con 1 mM,
pues al aumentar la concentracién a 5 mM no se observa un mayor efecto
sobre la reaccién. El control sin NPY y con Mg?* muestra que la polimerizacién
tanto en presencia como en ausencia de Mg** depende de la presencia del
compuesto. En la figura MS9B se muestra que el comportamiento de BsFtsZ no
es idéntico al de EcFisZ, pues las cinéticas en presencia de Mg®* y NPY no
presentan periodo de latencia y en su parte inicial son mas rapidas. En
ausencia de Mg?* la dispersién de luz parece no depender de la concentracién
de proteina. Al igual que EcFisZ, la intensidad de la dispersién de luz en el

equilibrio depende de la concentracion de proteina en presencia de Mg?”.

4. Efecto de NPY y B2T sobre el crecimiento bacteriano.

In vivo se analizé el efecto de los compuestos sobre la viabilidad y morfologia
de bacterias Gram positivas y negativas, mediante ensayos de halos de
inhibicion, curvas de crecimiento y microscopia 6ptica de campo claro y de

fluorescencia.
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Diametro halo, mm

4.1. Ensayos de sensibilidad en placa.

La figura 17 muestra los diametros de halos de inhibicién generados por
distintas cantidades (ug) de los compuestos disueltos en DMSO 100% sobre
diferentes cepas de bacterias Gram positivas y negativas. Se observa en la
figura 17A que las bacterias Gram positivas son mas sensibles a NPY que las
Gram negativas y la mas sensible es B. subtilis. Sobre 16 ug se pierde la
proporcionalidad entre la cantidad de NPY y el diametro de los halos en B.
subtilis. Una explicacion razonable para la pérdida de sensibilidad es la baja
solubilidad del compuesto. Para E. coli K12, se observa que presenta
sensibilidad a 8 ug de NPY. En la figura 17B se observa nuevamente que B.
subtilis es la cepa mas sensible a la accién de B2T. Bajo 16 ug de B2T algunas

cepas presentaron halos difusos que no pudieron ser medidos.

C. violaceum
E. aserogenes
E. coli K12

P. aeruginosa

Diametro halo, mm

P. mirabiis §

S. typhimurium 44
Serratia sp §
B. subtilis
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Figura 17. Efecto in vivo de NPY y B2T sobre la viabilidad bacteriana
mediante ensayos de sensibilidad en placas. Se hicieron céspedes
bacterianos en medio Mueller Hinton y se sembraron cantidades crecientes de
los compuestos disueltos en DMSO 100%. Se incubaron las placas a 37 °C por
5 horas y luego se observd la presencia de halos de inhibicion. Estos fueron
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medidos y se grafico el diametro del halo en funcion de la cantidad de
compuesto. A) Diametro del halo generado por cantidades crecientes de NPY.
B) Diametro del halo generado por cantidades crecientes de B2T.

Encontramos que casi todas las cepas, salvo B. subfilis vy S. aeurus,
presentaron pequefios halos de inhibicion con sélo DMSO I'IOO%. (tabla fig.
MS10). Para evaluar el efecto de los compuestos sobre las cepas de menor
sensibilidad se probé el efecto de distintas concentraciones de DMSO vy se
encontroé que bajo el 30% no mostraba halos de inhibicion (tabia figura MS10).
De este modo, se repitid el experimento de sensibilidad de las cepas utilizadas
disolviendo el compuesto en DMSO 30%. En este caso se usé un rango de
cantidades de NPY que caen en la parte inicial de la curva de inhibicién del
crecimiento de las cepas mostradas en la figura 17. En la Tabla IV se observa
que la mayoria de las cepas son sensibles a cantidades mayores de 0,5 ug de
NPY. Para B2T se us6 un rango que va de 1 a 25 g, y se observa que la
mayoria de las cepas son sensibles a cantidades mayores a 15 pug de B2T,

entre ellas E. coli K12 (tabla V).

65




Tabla IV. Efecto de NPY disuelto en DMSO 30% sobre la viabilidad bacteriana?®

CEPA 0,05 ug 0,1ug 0,3 ug 0,5 ug 1ug 2 ug
B.subtilis 1 () ) () I o I 6 I w,M__(f),_
C.viglaceum | () _ R @) ) FUR 2 RN R ) B
E.aerogenes | () _ . 9] LB U - R U 1
Ecoiki2 | "0 I _oO. 0 1__6 ) )
Pomirabifis | Q) _ | Q. R0 A T .3 N m(f:)___m - )
Paemuginosa | (| ® +) ) R .9 NS B 3 RO
Sematiasp | () { +) +) ) L . N
S. thyphimurium | Q1 6. ¢ ) O I
S. aureus ¢ () ) ) +) ()

Tabla V. Efecto de B2T disuelto en DMSO 30% sobre la viabilidad bacteriana?®

CEPA 0,5 ug 1ug 2,5ug 5 ug 10 ug 20 ug

B. sublilis ) R ) S T >
C. violaceum () _{._ _6 I I N T, I . N
E. aerogenes _ O ) (O T N IR AR ) Koo N
E. coli K12 S S Y 5 YO A - S - T A e

P. mirabilis___ & B » 9] )] | T .0 N R o0 N
P, aeruginosa | () B O N N O R _. O &
Semaiasp I - O 1 0 © R k__J“)w-“ S ) N
S. thyphimunum | () 1. 0 ) O NN S NN N o) R
S. aureus ¢ (@) ) Q) ) @)

Gram positivas.
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°En las tablas IV y V (-) corresponde a la ausencia y (+) a la presencia de halo de inhibicién.

Estos resulitados en su conjunto indican que la membrana externa de las
bacterias Gram negativas actla como barrera para la internalizacién de los

compuestos y de este modo se ven afectadas en mayor grado las bacterias




4.2. Curvas de crecimiento.

En los experimentos de la inhibicion del crecimiento en placa por NPY y B2T se
observo que NPY inhibe a B. subfilis con cantidades mas bajas que a E. coli
K12. Lo mismo sucede con B2T, en menor grado. Surge entonces la pregunta
jes ésta inhibiciéon producida sobre la divisién bacteriana, especificamente
sobre FtsZ? Para responder esta pregunta se hicieron curvas de crecimiento de
ambas cepas en presencia de ambos compuestos. Si la inhibicion se produce
sobre la divisidn de la bacteria debiéramos esperar filamentacion de las células.
Para evaluar esta p\osibilidad, también se visualizé la morfologia de estas
bacterias por microscopia éptica.

En la figura 18A se observan las curvas de crecimiento de E. coli K12 en
ausencia (control y control DMSQO) y en presencia de 32 yM de NPY y 64 uM de
B2T, las cuales presentan todas una conducta similar, con una tipica fase
exponencial y estacionaria. Estos resultados se condicen con la baja
sensibilidad mostrada en los ensayos en placa. La figura 18B muestra las
curvas de crecimiento para B. subfilis en ausencia (control y control DMSO) y
en presencia de distintas concentraciones de NPY y de B2T. Se observa que a
medida que se aumenta la concentracion de NPY la fase de latencia aumenta
de manera casi proporcional, y que la fase estacionaria se alcanza a DO
menores. En algunos casos, la concentracién mas alta fue suficiente para inhibir
el crecimiento totalmente. Para B2T se observa que la fase exponencial es muy

similar a la de los controles, diferencidndose en la fase estacionaria que se

alcanza a una DO mas baja que los controles a las concentraciones 12 y 64 uM
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——— B subtiis control
= B subtiis DMSO
—— B sublilis 32 uM NPY
B subliiis 18 uM NPY
B. sublilis 8 uM NPY
——— B sublilis 84 uM B2T
B subliis 12 uM B2T
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~——— E. coli control

——— E. coli DMSO
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Figura 18. Efecto in vivo de NPY y B2T sobre el crecimiento de E. coli K12
y B. subtilis. Se midi6 la DO a 600 nm a distintos tiempos a cultivos de E. coli
K12 y B. subtilis crecidos a 37 °C en ausencia (control y control DMSO) y
presencia de los compuestos. A) Curvas de crecimiento de E. coli K12 en medio
Mueller Hinton, en ausencia y en presencia de 32 yM de NPY y 64 uM B2T. B)
Curva de crecimiento de B. subtilis en medio Mueller Hinton, en ausencia y en
presencia de varias concentraciones de NPY (8, 16 y 32 uM) y B2T a varias
concentraciones (6, 12 y 64 uM).

Estos resultados son coherentes con los obtenidos en placa, debido a que se
observa un mayor efecto de ambos compuestos sobre la inhibicion del
crecimiento de B. subtilis respecto al de E. coli K12.

El crecimiento de B. subtilis en presencia de NPY después de una fase de
latencia se puede deber a que la bacteria adquiere resistencia contra la accion
del compuesto. En este caso, si se vuelven a crecer bacterias cosechadas
después de la fase de latencia en presencia del compuesto debiera no verse
afectado el crecimiento por NPY. En la figura 19 se muestran curvas de

crecimiento de B. subtilis, inoculado con bacterias de un cultivo over night
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crecido en presencia de 16 pM de NPY, en tres condiciones: control, control
DMSO y con 16 uM de NPY. Se observa un comportamiento casi idéntico para
las tres curvas, tanto en la fase exponencial como en la fase estacionaria,
alcanzando una DO similar. Este resultado indica que el crecimiento después
de la fase de latencia se debe a la aparicion de resistencia a la accion del

compuesto.

0.8

DO 600 nm, U.A

—— B. subtilis control
———— B. subtilis DMSO
—— B. subtilis 16 uM NPY

0.0 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo, h

Figura 19. B. subtilis y resistencia a NPY. Se realizaron curvas de crecimiento
de B. subtilis previamente expuesto a NPY para determinar si la bacteria
adquiere resistencia al compuesto. Para ello se midi¢ la DO a 600 nm a
distintos tiempos a un cultivo de B. subtilis en presencia de NPY 16 uM, cuyo
indculo correspondié a un pre cultivo en estado estacionario crecido con NPY a
la misma concentracién. Se muestran también las curvas de crecimiento
controles (mismo inoculo, sin compuesto y en presencia de DMSO). Los cultivos
se crecieron con agitacién a 37 °C en medio Mueller Hinton.

4.3. Morfologia celular de las bacterias.
La figura 20 muestra fotografias de microscopia de las bacterias en ausencia y

presencia de los compuestos, donde se aprecia la morfologia de las bacterias.
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Se observa que E. coli no muestra diferencias en tamario o forma celular al ser
crecida en ausencia (control) o presencia de los compuestos, tanto en estado
t\exponencial como en estado estacionario (fotografias de campo claro en escala
de grises). Las fotografias de campo claro de B. subtilis muestran la presencia
de otras estructuras en presencia de ambos compuestos, las cuales son
pequefias y circulares y no se observan en el control. Estas .estructuras,
indicadas con flechas en la figura 20, se encuentran tanto en fase exponencial
como estacionaria. Al utilizar yoduro de propidio en las muestras (fotografias de
fluorescencia en rojo y negro), el cual tifie material genético, sélo algunas de
estas estructuras se marcan, indicandonos que las que no se tifien podrian
corresponder a minicélulas. Para discernir a que corresponden las estructuras
que no se tifieron con yoduro de propidio, se utilizé verde de malaquita, tincién
gue reconoce esporas de manera especifica. Los resultados muestran que
varias de estas estructuras desconocidas se marcan con la tincién. Estos
experimentos en su conjunto nos indican que NPY y B2T tienen efecto sobre B.
sublilis, induciendo la formacion de esporas y minicélulas en estado

exponencial y estacionario.
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Figura 20. Morfologia celular de E. coli y B. subtilis en presencia y
ausencia de NPY y B2T. Fotografias de microscopia de campo claro (escala de
grises), de fluorescencia con yoduro de propidio (color en rojo y negro) y campo
claro con tincion de esporas (verde de malaquita). Las flechas indican
estructuras que podrian corresponder a esporas (E) y minicélulas (MC). Barra =
25 pm.
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Discusién

En la hipétesis planteada en esta tesis se postula que “la similitud del efecto
inhibidor de DAPI en tubulina y FtsZ, permite predecir que los compuestos
derivados de fenstatina que se unen a tubulina deberian también unirse a FtsZ
de Escherichia coli (EcFtsZ) y de Bacillus subtilis (BsFtsZ) e inhibirlas”. Los
resultados para las dos moléculas de la serie de moléculas de dihidroxinaftil
(serie N) y bencil aril cetonas (serie B), especificamente 1,4-dihidroxinaftalen-2-
i(1H-pirrol-2-il) metanona (NPY) y (2,5-dihidroxifenil)(tiofen-2-il) metanona
(B2T), muestran, por un lado, que NPY inhibe al heterodimero de tubulina en el
rango micromolar bajo (Gutiérrez y cols., 2015) y que B2T no la inhibe, aiun a
concentraciones altas en este rango. Por otro lado, NPY es mucho mejor
inhibidor del crecimiento bacteriano que B2T y de manera mas efectiva sobre B.
subtilis que sobre E. coli. In vitro la inhibicion de la polimerizacion de FtsZ por
NPY ocurre en el mismo rango que para tubulina. Al correlacionar esta
inhibiciéon con la division bacteriana, se encontré que efectivamente ambos
compuestos inhiben la polimerizacion in vitro de EcFtsZ y BsFtsZ por
mecanismos diferentes. Es asi como NPY es el mejor inhibidor de la
polimerizacion de FtsZ de ambas bacterias y muestra un mecanismo de
inhibicién indirecto al secuestrar la forma GDP de FtsZ, como polimeros no

funcionales. Es interesante observar que con ambos compuestos no hay




cambios en la concentracion critica de polimerizacion y que la actividad
GTPasica es levemente inhibida. Los resultados de microscopfa electrénica
muestran que la morfologia de los filamentos se ve alterada, de modo que con
NPY y B2T la longitud de los polimeros se hace mas corta, responsable de una
baja en la dispersion de luz. La polimerizacion inducida por NPY después que el
GTP se hidroliza, es debida a la formacién de pequefios semianilios que se
agrupan para formar cumulos, y, en el caso de BsFitsZ, forma ademas
estructuras cilindricas producto del apilamiento de los anillos. Este fendmeno, a
nuestro conocimiento antes no descrito, muesira un nuevo mecanismo de
inhibicion de la divisién bacteriana.

Discutiremos a continuacion el efecto de los 'compuestos sobre: el crecimiento
bacteriano de E. cofi y B. subltilis, la polimerizacion in vifro de FisZ de ambas
bacterias y por ultimo, plantearemos un modelo que expligue el mecanismo de

inhibicion de los compuestos sobre la polimerizacion de FtsZ.

1. Efecto de los compuestos NPY y B2T sobre el crecimiento bacteriano.

El crecimiento bacteriano se puede caracterizar de manera directa por la
descripcion y conteo de colonias (totales y viables) en placa, y también de
manera indirecta por el seguimiento de la densidad optica de un cultivo liquido
en la llamada curva de crecimiento. Con el cbjeto de determinar el efecto
inhibidor del crecimiento de los compuestos NPY y B2T, se midi6 la inhibicion a

través de la formacion de halos sobre céspedes bacterianos en placa, y de
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manera indirecta a través de la caracterizacion de las curvas de crecimiento. En
placa se encontré un mayor efecto de NPY sobre bacterias Gram positivas, en
especial B. sublilis que mostré sensibilidad a cantidades tan bajas como 0,1 Jg,
y a cantidades mayores hubo efecto de B2T sobre cepas Gram positivas y
negativas (tabla IV y V). E. coli mostré sensibilidad a NPY y B2T a 5y 10 pg,
respectivamente. Lo habitual para un buen inhibidor es que presente su efecto a
cantidades menores que 4 a 8 pg para diferentes antibidticos (Picazo, 2000), E,
coli y B. subfilis estan descritas como modelos clasicos de estudio en bacterias.
Por estas razones, se escogieron como cepas representativas. Las curvas de
crecimiento en presencia de ambos compuestos a su maxima solubilidad, que
es menor que la cantidad usada en placas, mostraron que solo B. sublfilis es
sensible a los compuestos a las concentraciones utilizadas (Fig. 18). E! periodo
de latencia del crecimiento aumenta con la concentracion de NPY, tipico
comportamiento bacteriostatico, pero a la mas alta concentracién permitida por
la solubilidad, mas bien se comporta como un bactericida en el tiempo en que
medimos el crecimiento (2 dias). Este comportamiento hace de NPY un muy
buen candidato para convertirlo en un antibidtico, pues se comporta como
bactericida a una concentracién de 32 pM (8 pg/mL) similar a la de otros
antibiéticos conocidos, como la ampicilina o el cloranfenicol {Picazo, 2000). La
morfologia de la célula en presencia de NPY indica un aumento significativo en
la esporulacién y la formacién de minicélulas en la fase exponencial. En la
misma fase de crecimiento, B2T produce un mayor aumento en la formacioén de

minicélulas gue en la esporulacidn, sin un cambio en la fase de latencia
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respecto al control y con una disminucién de la densidad éptica en la fase
estacionaria por sobre 12 pM de B2T (2,6 pg/mL). Para descartar un posible
efecto de B2T sobre reguladores de la franscripcién que actdan en la
esporulacién, se probaron dos concentraciones 5 y 10 veces mas bajas y se
observd que a la concentracion mas baja se perdia el efecto, descartando una
posible inhibicibn a nivel transcripcional. Una posible explicacion de la
recuperacion del crecimiento después del periodo de latencia a 8 y 16 uM de
NPY, puede ser la adquisicién de resistencia a este compuesto. Para probar
esta hipéotesis se tomoé una alicuota de un cultivo de B. subtilis en fase
estacionaria (24 horas) crecido en presencia de 16 uM de NPY y se utilizé como
inbculo para un nuevo cultivo, el cual se divididé y crecid en 3 condiciones:
control, control DMSO y 16 uM de NPY (Fig.19). Los resultados de esta figura
son compatibles con la adquisicion de resistencia de la bacteria. Estos
resultados también descartan la posibilidad que una insuficiente concentracién
de NPY haya dejado una pequefia poblacidon de células vivas, plies estas
debieran haber sido sensibles al compuestio.

Una explicacién razonable para la insensibilidad de E. coli a los compuestos es
la impermeabilidad de su membrana externa. Sin embargo, otra explicacién
podria ser la accién de bombas de eflujo que disminuyeran la concentracion
efectiva del compuesto en el interior de la célula. Esta ultima posibilidad la
medimos utilizando el inhibidor de bombas de eflujo tipo RND (Resistance-
Nodulation-cell Division) denominado Phenylalanine-arginine B-naphthylamide

(PABN), que desgraciadamente inhibié per se el crecimiento de E. coli y no
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permitid medir el efecto inhibidor de los compuestos. Asi, la explicacién mas
razonable sigue-siendo que la membrana externa de E. cofi actlia como barrera
para la entrada de los compuestos, al igual como lo hace la membrana
plasmatica de células eucariontes debido al bajo valor de LogP,(2,41 y 2,62
para NPY y B2T, respeciivamente), su solubilidad en la membrana se ve
disminuida, con lo que disminuye la posibilidad de una simple difusién a través

de ella (Benites y cols., 2016).

2. Efecto de los compuestos NPY y B2T sobre la polimerizacion de EcFisZ y
BsFtsZ.

La polimerizacién con GTP de FisZ de ambas bacterias muestra un rapido
incremento de la dispersién de luz seguido de un plateau y de una disminucién
de ésta producto de la despolimerizacion de los filamentos. En presencia de
NPY no se alcanza un plafeau, pues la dispersion de luz contindia aumentando
hasta un punto en el cual cae producto de la despolimerizacion y alcanza un
valor mayor que el control. Se observa que una vez que despolimeriza hay un
aumento lineal de la dispersién de luz. Las velocidades del aumento de ia
dispersion de luz observadas durante la polimerizacién y luego de la
despolimerizacion dependen directamente de la concentracion de NPY.
Interpretamos este comportamiento como la polimerizacion simultanea de dos
clases de polimeros, una formacién de filamentos con GTP mas cortos y curvos
que permanecen hasta su despolimerizacion y otra polimerizacién, inducida por

NPY, que se hace evidente después de la despolimerizacion con la formacion
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de anillos y seminanillos cortos con BsFtsZ-GDP, que se agrupan como
cilindros, y la formacién de cimulos de filamentos curvos con EcFtsZ-GDP,

Asi, para EcFitsZ en presencia de NPY se observa un aumento lineal de la
pendiente del estado estacionario, propio de una velocidad constante en la
formacion de los nuevos polimeros inducidos por este compuesto. En cambio,
la polimerizacién de BsFtsZ con GTP muestra un overshoof no evidente en el
control y una actividad GTPasica menor a la de EcFtsZ, que explicaria la
pendiente levemente negativa durante el aumento de la dispersion de luz en la
etapa correspondiente al estado estacionario (Figuras 6 y 7). En presencia de
NPY, se observa un aumento de la dispersién que va desacelerando hasta
llegar a un maximo, lo que puede ser explicado por la sumatoria de la
dispersion de luz de los nuevos polimeros inducidos por NPY vy la reduccion del
largo de los polimeros inducidos por GTP (fig. MS5) previo a su
despolimerizacién. La disminucién acelerada de la dispersion se puede explicar
por la rapida despolimerizacion de polimeros més cortos (mas puntas). Pese a
esta aceleracion, la pendiente de despolimerizacion es menor que para EcFtsZ,
lo que se explica también por la actividad GTPasica mas baja (tabla 1. El

mecanismo planteado se resume en el esquema de la figura 21.
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treadmilling

Polimerizacion y
Ciclo de hidrélisis de GTP

GTP ®

Figura 21. Esquema del mecanismo propuesto para la formacién de
semianillos, anillos y cilindros inducidos por NPY. Se incluye en este
esquema la polimerizacion de los filamentos inducidos por GTP para explicar el
mecanismo de inhibicién de la polimerizacion de FtsZ producido por NPY. Se
indica con esferas amarillas la forma FtsZ-GDP y con esferas verdes la forma
FtsZ-GTP. Este esquema daria cuenta de una inhibicién por pérdida de la
proteina apta para la formacién de filamentos.

Los resultados de microscopia electronica, de actividad GTPasica y de
concentracion critica de los polimeros formados en presencia de NPY apoyan la
hipétesis planteada (figura 11, tabla Il y figura 12).

Para demostrar la presencia de polimeros de FtsZ-GDP inducidos por NPY,
como se muestra en el esquema de la figura 21, se indujo la polimerizacion de
EcFtsZ y BsFtsZ con NPY, en presencia de un exceso de GDP (2 mM) (ver
figuras 13, 14, 15y 16). Los resultados mostraron que con BsFtsZ se formaban
cilindros de anillos, que no aparecen con EcFtsZ, ademas de otras estructuras
(tabla VI). La formacién de estos polimeros resulté ser dependiente de la
concentracion de proteina y de M92+' fendmeno ya descrito para EcFtsZ-GDP

(Rivas y cols., 2000). Estas estructuras, a nuestro entender no antes descritas,
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resultan interesantes porque por un lado explican el efecto inhibidor de NPY y

por ofro la induccién de interacciones laterales entre los anilios, que estabilizan

estas estructuras secuestrando a FtsZ. Especulando, podriamos decir que una

baja en la concentracion de FtsZ funcional es la responsable del estrés celular

producido en B. subtilis, que induce la esporulacién y la formacién de

minicélulas (Feucht y Errington, 2005).

Tabla VI. Caracteristicas morfologicas de los polimeros de EcFisZ y BsFisZ en
ausencia y presencia de los compuestos.

Condicién |EcFtsZ BsFtsZ

Control Filamentos simples, largos, helicoidales |Filamentos cortos y curves, mas
y curvos. _ |algunos largos.

P®. Filamentos simples, dobles y triples, P Filamentos mas cortos y curvos que
mas cartos que el control y curvos, el control, incluso semicirculos.

NPY D. Manojos rectos de 8-30 nm de|p’ Filamentos cortos, curvos, anchos y
ancho. Camulos de filamentos cortos y poco  definidos.  Semicirculos
curvos. estructuras cilindricas formadas por
P . Filamentos curvos algunas veces|anillos apilados de 19,2 + 0,9 nm de
espiralados con un ancho de mas o|diametro.

. . c
menos 18 nm y que forman semianillos |p°, Filamentos curvos algunas veces
que se agrupan en forma desordenadaespiralados con un ancho de mas o
(ctmulos). menos 18 nm y que forman semianillos
que se agrupan en forma desordenada
(cimulos). Semianillos de 18,9 + 4,3
nm de didmetro. También aparecen
estructuras cilindricas de estos anillos
con un diametro de 19,3 + 2,4 nm.

B2T Filamentos simples, dobles y ftriples, | Filamentos mas cortos y curvos que el
mas cortos y curvos que el control. control.

Largo filamentos

EcFtsZ>EcFisZgr>EcFtsZypy>BsFisZ>BsFisZypy>BsFtsZg,r

a
bDuramte la polimerizacion GTP

cPost despolimerizacion GTP

Polimerizacién GDP




La discusion de los resultados de B2T los haremos respecto a NPY
considerando sus estructuras, sus afinidades por FisZ y la conducta de
inhibicion de la polimerizacién de FtsZ y esta Gitima la complementaremos con
los resultados de microscopia electrénica. Al comparar las dos estructuras se
observa que NPY tiene una estructura mas voluminosa que B2T debido a la
presencia del anillo naftil en NPY respecto al anillo bencil en B2T (ver figura 2).
Por lo tanto, uno esperaria que la hidrofobicidad de NPY fuese mayor que la de
B2T debido al grupo naftil en NPY. Sin embargo, los valores de LogP tedricos
indican lo contrario, por lo tanto esta diferencia se puede explicar por la
presencia de un grupo NH en el anillo pirrol, con capacidad de formar un puente
de hidrégeno y que esta ausente en B2T al reemplazarse por un azufre, de
acuerdo la estructura del sitio de unién determinado para los compuestos en
laboratorio por bionformatica (Poblete, B. 2012). Asi, estas propiedades serian
las responsables de la aparicién de polimeros de FisZ-GDP con NPY y que se
encuentran ausentes durante la polimerizacién y despolimerizacion de EcFitsZ y
BsFtsZ en presencia de B2T. Por lo tanto, el efecto inhibidor de B2T se explica
por una inhibicién parcial de ia polimerizacion de FtsZ que responde a una
conducta de saturacion (ver figuras 9 y 10). Se observa ademas que la afinidad,
expresada como afinidades relativas para el efecto de la inhibicion de la
polimerizacién de la proteina con GTP, es casi dos veces menor para NPY
respecto a B2T, lo que implica una menor afinidad de este compuesto por FtsZ-
GTP, indicando que el efecto y mecanismo inhibidor de B2T es distinto al de

NPY y confirmando que el efecto inhibidor de NPY se debe principalmente a la
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induccion de polimeros FtsZ-GDP (ver figura 21). De este modo, B2T induce la
aparicion de filamentos dobles y mas cortos (figura 11 y MSS5). Esto es
responsable de que no ocurra un cambio en la concentracién critica con una
disminuciéon en la pencjiente de la recta, y que se produzca una pequena

disminucion de la actividad GTPasica para ambas proteinas, EcFisZ y BsFisZ.
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Resumen de resultados
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1. NPY es mejor inhibidor de la polimerizacion in vitro de EcFisZ y BsFtsZ y del

crecimiento bacteriano de B. subfilis.

2. La inhibicién de la polimerizacion in vitro de EcFtsZ y BsFtsZ por NPY se

explica por un nuevo mecanismo que consiste en el reclutamiento de la proteina

en estado GDP en nuevas estructuras poliméricas (semianillos, anillos, cilindros

y cumulos).

3. La inhibicién del crecimiento bacteriano por NPY y B2T es exclusiva para B.

subtilis, e induce la formacion de esporas y minicélulas.




Conclusiones
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1. NPY es mejor inhibidor de la polimerizacion de tubulina in vifro que de FtsZ,

sin embargo resultados del laboratorio muestran que NPY no es inhibidor del

crecimiento de células eucariontes. Por el contrario, los resultados de esta tesis

muestran que NPY es un buen inhibidor de bacterias Gram positivas,

convirti&ndolo en un muy bien candidato a antibiético.

2. B2T no inhibe la polimerizacion de tubulina in vitro, pero si la de FtsZ. Sin

embargo, a diferencia de NPY, no es un buen inhibidor del crecimiento

bacteriano.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

1. Pureza de EcFisZ y BsFisZ. En la figura MS1 se muestra el SDS-PAGE de
EcFtsZ y de BsFtsZ purificadas, a diferentes concentraciones de proteinas.
Para EcFtsZ se observa una banda principal que corresponde al valor de la
masa molecular de la proteina. Para BsFisZ se observan dos bandas, siendo la
de mayor masa molecular y mas abundante BsFtsZ sobreexpresada en E. coli,
y la menos abundante corresponde a EcFisZ expresada en un plasmido de muy
bajo nimero de copias, necesaria para la viabilidad bacteriana. Estos
resultados muestran que aun a la mayor concentracién de proteina utilizada
solo se observan algunas bandas de mayor masa molecular y muy baja
intensidad respecto a la banda principal para EcFtsZ. Estas no estan presentes

en la preparacion de BsFisZ,

2. Polimerizacién de tubulina, En la figura MS2 se observa la cinética de
polimerizacion del heterodimero de tubulina de cerebro de pollo, inducida por el
aumento de temperatura a 37 °C. La cinética muestra dos fases, la primera
hasta los 5 minutos es mas lenta que la segunda medida hasta los 15 minutos.
Este fenémeno es andémalo, pues debiese haber una sola fase con
caracteristicas mas similares a la segunda. Al bajar la temperatura a los 15

minutos de polimerizacién, se observa una répida despolimerizacién que




alcanza solo el 50% para el control. Esta conducta se podria explicar por la
polimerizacién o agregacién de otros polimeros resistentes a |a baja de
temperatura, que estarian relacionados con la primera fase de polimerizacién.
Se observa ademas que B2T no modifica la conducta de polimerizacion y sélo
se observa una menor despolimerizacion (90,9%) al bajar la temperatura.

Podemos concluir que, en términos de Ia polimerizacién, B2T no tiene efecto.

3. Efecto de NPY sobre la polimerizacién in vitro de EcFtsZ. En la figura MS3 se
muestran los 3 analisis realizados a partir de las cinéticas de polimerizacién de
EcFisZ en presencia de NPY seguidas por fight scatfering. Estos analisis
muestran [a relacién entre los cambios de la intensidad de la dispersion de luz y
la concentracién de NPY en diversos puntos de las cinéticas. Los ajustes
obtenidos de estos analisis entregan valores de lo,5 similares, los cuales indican
que ia mitad del efecto inhibitorio dado por NPY se obtiene a una coﬁcentracién

de alrededor de 4-5 pM.

4. Efecto de NPY sobre la polimerizacién in vitro de BsFtsZ. En la figura MS4 se
muestran los 2 andlisis realizados a partir de las cinéticas de polimerizacion de
BsFisZ en presencia de distintas concentraciones de NPY seguidas por Iig{:t
scaltering. Estos andlisis muestran la relacion entre los cambios de la
intensidad de la dispersion de luz y la concentracién de NPY en diversos puntos
de las cinéticas. Los ajustes obtenidos de estos analisis entregan valores de /, 5

similares, los cuales indican que la mitad del efecto inhibitorio dado por NPY se
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obtiene a una concentracién de alrededor de 4-9 pM.

3. Dimensiones los filamentos de EcFisZ y BsFisZ. En la figura MS5 se muestra
el efecto de los compuestos NPY y B2T sobre el ancho y el largo de los
fitamentos de EcFtsZ y sobre el largo de los filamentos de BsFtsZ. Se observa
que NPY induce una disminucién del ancho de los filamentos de EcFtsZ,
aumentando la poblacion de filamentos simples, respecto al control, con un
aumento de la heterogeneidad de la poblacién. B2T aumenta la poblacién de
filamentos triples y disminuye los filamentos simples y dobles. Respecto al largo
de los filamentos, se observa que los filamentos de EcFtsZ son mas largos que
los de BsFtsZ. Al comparar el efecto de NPY y B2T, se observa que para
EcFtsZ se produce una disminuciéon del largo, lo mismo que para B2T con

BsFisZ. Interesantemente, NPY aumenta el largo de Ios filamentos de BsFisZ.

6. Efecto de B2T sobre Ia polimerizacion in vitro de EcFisZ. En la figura MS8 se
muestra el analisis de las cinéticas de polimerizacién de EcFtsZ en presencia
de distintas concentraciones de B2T, seguidas por fight scaftering. Este andlisis
se expres¢ como % de inhibicidn en funcién de la concentracién de B2T. El %
de inhibicién se obtuvo a partir de la diferencia entre la intensidad de dispersién
de luz (Al) al inicio de la polimerizacién y la linea base. E! valor obtenido para el
lo,s de 27,42 uM indica la concentracién de B2T a Ia cual se obtiene la mitad del

efecto inhibitorio.
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7. Efecto de B2T sobre la polimerizacion in vitro de BsFtsZ.. En la figura MS7 se
muestra el analisis de las cinéticas de polimerizacién de BsFisZ en presencia
de distintas concentraciones de B2T, seguidas por light scatfering. Este andlisis
se expresé como % de inhibicién en funcién de la concentracion de B2T. El %
de inhibicién se obtuvo a partir de la diferencia entre la intensidad de dispersion
de luz (Al) al inicio de la polimerizacién y la linea base. Los puntos
experimentales se ajustaron a una hipérbola, de donde se obtuvo un los= 14,13
+ 2,30 uM, valor que indica la concentracién de B2T a la cual se alcanza la

mitad de su efecto inhibitorio.

8. Concentracion critica de FtsZ-GDP en presencia de NPY. A partir del ajuste
de cinéticas de EcFisZ-GDP y BsFisZ-GDP, a distintas concentraciones de
proteina en presencia de NPY, a la ecuacién | = A (1-exp™*"), es posible obtener
el méximo de intensidad, para cada condicion. Estos valores se graficaron en
funcion de la concentracion de proteina como se muestra en la figura MS8 y se
ajusté a una recta para obtener el valor de la concentracion critica. Para ambas
proteinas, la recta intersecta en x en 0, lo cual nos indica la ausencia de
concentracién crifica o de una concentracion minima de FisZ para que se

produzca la polimerizacién inducida por NPY.

9. Influencia de Mg** en el efecto de NPY sobre FtsZ-GDP. En la figura MS9 se
muestran los resultados que se obtuvieron para determinar la influencia de Mg?*

en la polimerizacion de EcFisZ-GDP (A) y BsFtsZ-GDP (B) en presencia de
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NPY, a dos concentraciones de proteina, tanto en ausencia (EDTA) como en
presencia de Mg**. Se observa que para ambas proteinas se produce un lento
aumento de la dispersién de luz en presencia de NPY y ausencia de Mg?" que
alcanza un equilibrio. El desplazamiento del equilibrio a polimeros que
dispersan mas luz depende de la concentracion de proteina para EcFtsZ, no asf
para BsFisZ. En presencia de 10 mM de Mg**, EcFtsZ (A) muestra un periodo
de latencia, seguido por un aumento lineal de la dispersién de luz hasta
alcanzar un equilibrio al menos un orden de magnitud mayor que en ausencia
de Mg** para ambas concentraciones de proteina. La velocidad de la reaccion
después del periodo de latencia es dependiente de la concentracién de
proteina. En (B) se muestra que el comportamiento de BsFisZ no es jdéntico al
de EcFtsZ, pues las cinéticas en presencia de Mg®* y NPY no presentan
periodo de latencia y en su parte inicial son mas rapidas, pero dependen de la
concentracion de proteina. De los ensayos se observa también que 1 mM de

EDTA es suficiente para para establecer la condicion sin Mg®*

10. Tabla de efectos de minociclina, DMSO 30% y DMSO 100% sobre la
viabilidad bacteriana. En la figura MS10 se muestran los controles realizados
para los ensayos de halos de inhibicién. El control positivo es el antibiético
minociclina, al cual todas las cepas ensayadas se mostraron sensibles. Se
muestra el control DMSO 100%, para el cual dos cepas, C. violaceum y S.
aerus, son sensibles, y el control DMSO 30%, para el cual ninguna de las cepas

presenta sensibilidad.
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Pureza de EcFtsZ y BsFtsZ

EcFtsZ BsFtsZ
MM 1 _2 3 4 MM 1 2 3 4
o ¥
55 kDa— i # 55 kDa—
43 kDa—w & 43 kDa— i i “
, PO <«—FEcFtsz*

Figura MS1. SDS-PAGE de EcFtsZ y de BsFtsZ purificadas por ciclos de
polimerizacién. En la figura se muestran los geles en los que se observan las
bandas correspondientes a EcFtsZ y BsFtsZ en distintas cantidades. MM es el
estandar de masa molecular; 1, 2, 3 y 4 son distintas cantidades de EcFtsZ y
BsFtsZ (1,25; 2,5; 5y 10 pg, respectivamente). Para EcFtsZ se observa en
cada carril una banda principal que corresponde a una masa molecular de 40
kDa, coherente con la masa molecular de la proteina. Para BsFtsZ, en cada
carril se observa una banda sobre los 43 kDa, de acuerdo a lo esperado, y a las
concentraciones mas altas aparece una banda de menor intensidad y con
menos masa molecular (indicada con una flecha) que corresponde a EcFtsZ, la
cual es co-purificada debido a que es necesaria su expresién durante la
sobreexpresion de BsFtsZ en E. coli para lograr la viabilidad celular.
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Polimerizacién de tubulina
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Figura MS2. Efecto de B2T sobre la polimerizacién de tubulina. La
polimerizacion de tubulina en ausencia y presencia de B2T se midié siguiendo
los cambios de la turbidez a 350 nm, por un aumento de la temperatura desde 0
a 37 °C (tiempo 0) para inducir la polimerizacién. La despolimerizacion se indujo
bajando la temperatura a 4 °C alrededor de los 15 minutos de comenzada la
polimerizacion. La concentracion de proteina utilizada fue de 1,5 mg/mL y la de
B2T de 64 puM. El amortiguador de polimerizacion utilizado contiene fosfato de
sodio 10 mM pH 7, GTP 0,1 mM, MgCl, 16 mM, EGTA 1 mM vy glicerol 25 %
(V/v).
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Ajuste a una conducta sigmoidea de las cinéticas
de polimerizacién de EcFisZ en presencia de NPY
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Figura MS3. Andlisis del efecto de NPY sobre la polimerizacién de EcFtsZ
inducida por GTP. A) Al alcanzado inmediatamente antes de la
despolimerizacion, respecto al control, en funcién de la concentracion de NPY.
Estos valores se ajustaron a una sigmoidea, arrojando un los=5,74 £ 0,21 uM y
un np= 2,17 £ 0,18. B) Pendientes de la intensidad de la dispersion de luz
durante la polimerizaciéon expresadas como velocidad en funcién de la
concentracién de NPY. Estos valores se ajustaron a una ecuacién sigmoidea,
de la cual se obtuvo los siguientes valores lps= 4,64 + 0,08 y n, = 2,42 + 0,08.
C) Pendientes de la dispersion de luz post despolimerizacién en funcion de la
concentracion de NPY. Estos datos experimentales presentan una conducta
sigmoidea, con un valor de lps= 2,3 £ 0,06 uM y un ny= 3,42 +0,35. La linea
punteada en rojo corresponde a la extrapolacion del ajuste de los datos hasta
32 uM, sin considerar el valor experimental de este punto.
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Ajuste a una conducta sigmoidea e hiperbdlica de las
cineticas de polimerizacién de BsFtsZ en presencia de NPY
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Figura MS4. Andlisis del efecto de NPY sobre la polimerizacién de BsFtsZ
inducida por GTP. A) Pendientes de la intensidad de la dispersion de luz
durante la polimerizacion expresadas como velocidad en funcion de la
concentracién de NPY. Estos valores se ajustaron a una ecuacioén sigmoidea,
de Ia cual se obtuvo los siguientes valores de lps= 9,13 + 0,66 UMy ny= 2,29 +
0,20. B) Pendientes de la intensidad de luz después de la despolimerizacion,
expresadas como velocidad en funcién de la concentracion de NPY. Estos
valores se ajustaron a una hipérbola, de la cual se obtuvo un lgs= 4,37 + 0,62
LM.

96




Frecuancia, %

Frecuencia, %

Frecuencia, %

Dimensiones de los filamentos de EcFtsZ y BsFisZ

EcFtsZ centrol BsFisZ control

g
v
0,

Q

EcFisZ contro]

&

1)
a

g

-
o

F_lkH [ ﬂ[ﬂﬂﬂﬂnmﬂ h- I =

(=]

b EcFleZ NPY | | = E¢FisZ NPY BsFisZ NPY

|

& Y
k=1 o

b}

Hﬂﬂg._, = ”H D l—ll_lmr"],—,

]

o
I_l.

= EcFisZB27 | ] £ EcFtsZ B2T BsFisZ B2T

n
=3

B
Q

8

-]

ey
=

o L H 1

o 500 1000 1500 2000 2500 ] 100 200 300 400 500 600 o0
Longitud flamenio, im Longitud filamento, nm.

[\ 2 4 B B 10 12 14 1
Ancho filamenio, nm

o

Figura MS5. Efecto de NPY y B2T sobre el largo y ancho de los filamentos
de EcFtsZ y sobre el largo de los filamentos de BsFtsZ. La polimerizacién
de EcFtsZ y BsFisZ se indujo con GTP en el medio de polimerizacién con
sistema de regeneracién, en ausencia (control) y en presencia de 32 M de
NPY y 64 puM de B2T. Los filamentos se visualizaron por microscopia
electronica y se midieron utilizando ImageJ. Los gréficos muestran la frecuencia
de distribucion del ancho y largo (longitud) de los filamentos de EcFtsZ control y
en presencia de NPY y B2T, y el largo de los filamentos de BsFtsZ control y en
presencia de los compuestos. A partir de los graficos del ancho de los
filamentos (a, b y ¢) se determinaron las poblaciones de filamentos simples,
dobles y triples y en los filamentos controles de EcFtsZ (a) se observa una
proporcion de 33, 59 y 8 %, respectivamente. La polimerizacién en presencia de
NPY (b) muestra una proporcion de 76, 19 y 5 % para filamentos simples,
dobles y triples, respectivamente, y para B2T (c) esta proporcion es de 47, 39 y
14 %, respectivamente. Respecto al largo de los filamentos, en ausencia de los
compuestos el largo promedio de EcFtsZ es de 854 + 546 nm (d). En presencia
de NPY los filamentos se acortan aproximadamente a la mitad respecto al
control, con un largo promedio de 485,1 + 215 nm (e). En presencia
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de B2T, la longitud de los filamentos también muestra una disminucién respecto
al control, con un largo promedio 350 + 140 nm (f). Para BsFtsZ, los resultados
muestran que en ausencia de los compuestos (control) el largo promedio
corresponde a 207 + 59 nm (g). En presencia de NPY los filamentos de BsFisZ
muestran una poblacion heterogénea, mayoritariamente con un largo entre 100
y 200 nm, y otra poblacién de filamentos mas largos, respecto al conirol, con un
largo promedio de 218 + 137 nm (h). En presencia de B2T, la longitud de los
filamentos muestra una disminucién respecto al control, con un largo promedio
de 135 + 60 nm (j)
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Ajuste a una conducta sigmoidea de las
cinéticas de polimerizacién de EcFtsZ en presencia de B2T
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Figura MS6. Analisis del efecto de B2T sobre la polimerizacién de EcFtsZ
inducida por GTP. Efecto de B2T sobre la polimerizacion de EcFtsZ expresado
como % de inhibicién en funcién de la concentracion de NPY, obtenidos a partir
de la diferencia entre la intensidad de dispersion de luz (Al) al inicio de la
polimerizacion y la linea base. Los puntos experimentales se ajustaron a una
sigmoidea, de donde se obtuvo un lgs= 27,42 + 7,20 uM y np= 1,47 £ 0,28 pM.




Ajuste a una conducta hiperbdlica de las
cinéticas de polimerizacién de BsFisZ en presencia de B2T
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Figura MS7. Analisis del efecto de B2T sobre la polimerizacién de BsFtsZ
inducida por GTP. Efecto de B2T sobre la polimerizacién de BsFtsZ expresado
como porcentaje de inhibicion de la polimerizacion en funcién de la
concentraciéon de B2T, obtenidos a partir de la diferencia entre la intensidad de
dispersion de luz (Al) al inicio de la polimerizacién y la linea base. Estos valores
se ajustaron a una ecuacién hiperbdlica, de la cual se obtuvo el siguiente valor
de los= 14,13 £2,30 UM,
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Ajuste a una conducta de regresion Iineai de las
cinéticas de polimerizacién de EcFtsZ-GDP y BsFtsZ-GDP
en presencia de NPY
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Figura MS8. Analisis de la influencia de la concentracién de FtsZ-GDP
sobre el efecto de NPY. Las cinéticas de EcFisZ y BsFtZ (figuras14 y 16) se
ajustaron a la ecuacion | = A (1-exp XY, de las cuales se obtuvo el maximo de
intensidad, que equivale al valor de A en la ecuacién, para cada concentracién.
Estos valores se graficaron en A) y B), respectivamente para cada proteina,
para obtener la concentracion critica.
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Influencia de Mg®* en el efecto de NPY sobre Ia polimerizacién de FtsZ
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Figura MS9. Influencia de Mg** sobre la polimerizacién de EcFtsZ y BsFtsZ
en presencia de NPY. Cinéticas de polimerizacion de EcFtsZ-GDP (A) vy
BsFtsZ-GDP (B) con 32 uM de NPY seguidas por dispersién de luz a 350 nm a
30 °C, en presencia y ausencia de Mg*. Los ensayos se realizaron en
presencia de Mg?* en amortiguador HEPES 50 mM pH 7,3, KCI 50 mM y MgCl,
10 mM. Los ensayos en ausencia de Mg*" se realizaron en amortiguador
HEPES 50 mM pH 7,3, KCI 50 mM y EDTA 1 y 5 mM. Las concentraciones de
FtsZ utilizadas fueron de 12,5 y 30 uM.
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Tabla de los controles de los ensayos en placa

CEPA Minociclina; DMSO 30% | DMSO 100%
B. subtilis (+) ) (+)
C. violaceum (+) ) )
E. aerogenes (+) ) (+)
E. coli K-12 (+) ) (+)
P. mirabilis (+) ) (+)
P. aeruginosa (+) ) (+)
Serratia sp (+) ) (+)
S. thyphimurium (+) ) (+)
S. aureus (+) ) ()

Figura MS10. Tabla de efectos de minociclina, DMSO 30% y DMSO 100%
sobre la viabilidad bacteriana. °En la tabla (-) corresponde a la ausencia y (+)
a la presencia de halo de inhibicién en el césped bacteriano indicado.
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