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RESUMEN

.

La regulacidén de la polimerizacién de la tubulina para

w

dar origen a los microtubulos ha sido extensivamente

estudiada, tantec .in_vivo como in vitro. Sin embarge, aun no

- -

s& - conoce. este procesc completamente. Diversos agentes han

sido . involucrados en égta?regulaqiéﬁ;'entre ellos el ién

bivalente caicio, el cualtiﬁhibe la polimerizacién de 1la

tubulina e induce la despolimerizacién de los microttbulos

previamente formados, in vitro. El mecanismo de accién del

Caz+ .

= bl -~ -

--NOo  se . conoce a nivel molecular: En -este trabajo se.
2+

‘a Ta ™tubulina induce su

deséubrié que la unién de Q;

actividad GTP4sica y el objetive de esta tesis fue
investigar 1la participacién de la hidrélisis del GTP en el

mecanismo de regulacién de la polimerizacidn de tubulina vy

despolimerizacién de microttbulos, inducida por Ca2+. Con

este propésito se analizé especificamente la relacion entre
la hidrélisis del GTP unido a tubulina y la inhibicién de 1la
polimerizacidén de tubulina y despol imerizacién de
microtdbulos por Caz+.

Los resultados obtenidos en esta tesis indican gue Caz+

estimula significativamente 1la actividad GTPasica de

tubulina en solucidén, medida por -“la liberacisén de Pi
radiactivo - desde ET—32P]—GTP3b Esta  estimulacién es

. e 2+ . -
especifica para Ca” , pues otros icnes no presentaron este

efecto, el cual tampocc es debido a la agregacién -de 1la
proteina. La estimulacidén de la actividad GTPasica de 1la

tubulina ocurre en el mismo intervalo de concentraciones




+
(entre 0,1 y 3,0 mM) en gue Ca2 inhibe la polimerizacién de
tubulina y ambos procesos son debides, probablemente, a 1la
unién del catién a 2 sitios de alta afinidad en la tubulina.

+ ’ )
2 a los sitios de alta afinidad provocaria un

La unidén de Ca
cambio conformaciongl en la“molécula Qe tubulina,, gl cugl se
.manifesta como un-canio-en las propiédadeé especg?éies de
la tubulina en la regién UV. En este estado coﬁformégjonal,
inducido por la unidén de-Ca2+; se induce la h;drélisis del
GTP de la éubulina 9 esta es incapaz de formar

microtldbulos.

‘Con respecto  al efecto de bq2+%ﬂ

sobre " la
despolimerizacién de los microtﬁbulos? los resul tadoes
obtenidos en esta tesis sugieren una estrecha relacién entre
l1a liberacién de P; desde los extremos de los microtébulos y
su despolimerizacién. Lo anterior, debide a gue microtdbulos
incubades en presencia de AlF4 , que actua como anal ogo
estructural de P; y que se une con mayor afinidad a su sitio
en la tubul ina, son menos sensibles al efecto
despolimerizante de Ca2+.

Para investigar la naturaleza del cambio conformacional
inducido por la unién de Ca2+ a los sitios de alta afinidad

en la t&bulina, se realizaron estudios de NMR de péptidos

correspondientes & las regiones carboxilo-terminales de

ambas subunidades de la ﬁqbulina, pues se ha descrito que en

esta zona se ubicardian los sitios-de alta- afinidad para
Ca?+. - Para estos estudios se ﬁtilizé el lantanido

paramagnetico gadolinic, el cual se demostré en esta tesis

2+

que actda como analogo estructural y funcional de Ca ’




pues inhibe la polimerizacidén de la tubulina, despolimeriza
los microtdbulos y estimula 1la actividad GTPAasica de

tubulina de manera similar a Ca2+. Por otra parte, estudios

de, unién de Gd3+ a -tubulina*“¥ealizados a traves ° de

- _ T e - ., i - +
- resonancia paramagnética electrénica, indican gque Gdg', al

igual que Ca2+, se une Eooperativameﬁte_a 2 sitios de alta
afinidad y aproximadamente a 10 sitios de baja afinidad.

~ Adem&s, ambos iones compiten por la unién a los sitios de

alta y de baja afinidad en la tubulina. A pesar' de -las

limitaciones que tiene el .uso de una poblacidén -heterogenea

de péptidos de. los extremos carboxilo-terminales de
> tubulina, los estudios de NMR permiten conEIuirn que los

sitios de unidén de alta afinidad para Gd3+, y eventualmente

2+ , . .
para Ca” , se encontrarian en las regiones carboxilo-

terminales de tubulina.

Los resultados obtenidos en esta tesis, permiten
proponer un modelo para el mecanismo de inhibicién de 1a
polimerizacién de tubulina y despolimerizacién de los

. , 2+ . 2+ .
microttbulos por Ca” . El modelo sugiere que Ca inhibe 1la

polimerizacidén de la tubulina uniéndose cooperativamente a

. dos sitios de alta afinidad ubicados en 1las regiones

carboxilo-terminales de la& tubulina. Esta unién proveoca un

cambio ;onformaciqna}_ en la molécula de- fubulina._ La

vitubul;na en este nuevo estado conformacional, hidroliza GTP

Y ©s incapaz de formar microtdbulos. Por otra parte, 1la

deépolimerizacién de los microtibulos inducida por Ca2+ se

deberia a 1la unién del catién a 1los extremos de los




microtubulos, provocando la liberacién de Pj desde las
unidades de tubulina-GDP-P; que contribuyen a dar

estabilidad al microtubulo. En estas condiciones el

microtdbulo seria muy inestable y se romperia rdpidamente.




ABSTRACT

The regulation of tubulin polymerization to form

microtubules has been extensively studied, as much in__ vivo

as in vitro. However, this process is not -well known at the-

-présent time. Several agents has been asscciated " at this

regulation, as the divalent ion- calcium (Ca2+), which .

‘inhibits tubulin polymerization and induces depolymerization.

- b . - + - -
of preformed microtubules, .in_ vitro. The Ca2 action

mechanism is not known to a molecularﬂlevel. In this work

was demonstrated that the Caz+ bind}ng to tubulin ninduce;ﬁﬂ

its GTPase activity and the aim of this thesis was ?6
investigate the role of the GTP hydrolysis in the regulation

of tubulin polymerization and microtubule depolymerization

induced by ca¥. With this purpose, the relation among the

hydrolysis of the GTP bound to tubulin, the polymerization
inhibition and the microtubule depolymerization by CaZ+, was

analyzed.

The results obtained in this thesis indicate that Ca2+

stimulates significantly the GTPase activity of tubulin in

solution, measured by the radiocactive P; liberation from [T-

SZPJ—GTP, This stimulation was specific for Caz+, because

other .ions not shown this effect, which neither is due to

the protein aggregation. The stimulation of the tubulin.

GTPase activity occurs in the same concentration range where

Ca2+ inhibit the polymerizatién and botﬁ_process are due to
the Ca®' bindifg to 2 high-affinity binding sites in

tubul in.

%vi




- . Ca2+

The Ca2+ binding to the high-affinity sites would
induce a conformational change in the tubulin molecule,
which appear as a change in U.V. spectral properties of
tubulin. In this conformational state, induced by CaZ+
binding, +tubulin hydrolyzes GTP and it is unaple to }orm'
(micr;tubules.

With regard to the effect of . on microtubule

Bepolymerization, the "results obtained in this thesis
suggest a strong relation between the Pj liberation from the
equ of vmicrotubgles and their depolymerization. This
icbﬁclusiqn was'ébtained incubating microtubules with AlF4
a structural analog of P; which binds to tubulin 3-fold more
stronglwahan phosphate. Under this condition, microtubules
were less affected to the Ca2+ depolymerization.

To investigate the nature of the conformational change
induced by Ca2+ binding to tubulin high-affinity binding
sites, NMR studies were real ized, using peptides
corresponding to the carboxy-terminal region of tubulin
subunits, because it has been proposed previously that the
Ca2+ high-affinity binding sites should be localized in this
region.- For this- studies, the paramagnetic lanthanide
gadolinium was used, which behave as énalog of Caz+, as was
demonstrated in this Fhesisf Gd3+ - inhibits__ftubulin
pol§me?izatioﬁ, induceé- microtubule depolymerizatiép' and
stimulates the GTPase activity of tubulin, in a similar-

manner that Caz+. Cn the other .hand, studies of Gdsf binding

to tubulin, through electron paramagnetic resonance indicate

that Gd3+, as CaZ+, bind cooperatively to 2 high-affinity

xvi




sites and approximately to 10 low-affinity binding sites. In
addition, both ions compete-for the binding to the high- and
low—affinity sites in Fubulin. In spite of the limitation
that have the use of a heterogeneous sample of carboxy=-
terminal peptides of tubulin, the NMR studies allow us to

conclude that the Gd3+_high—affinity binding sites, and

eventually for Ga2+,"ére located in the tubulin carbbxy—
terminal region.

The results obtained in this thesis, allow us to

- propose a model for the mechanism of tubulin. polymerization

inhibition and microtubule depolymerization.by Ca2+, The

model suggest that Ca2+ inhibits tubulin polymerization by
cooperative‘ binding of the cation to two high-affinity
sites, located in the tubulin carboxy-terminal region. This
binding induce a conformational <change in the tubulin
molecule. Tubulin at this new conformational state,
hydreolyze GTP and is unable to form microtubules. 0On the
other hand, microtubule depoclymerization by Ca2+, could be
due to the binding of cation at the ends of microtubules,
determining the P; liberation from tubulin-GDP~P; units
that stabilize the microtubule. Under this condition the

microtubules should be very unstable and they rapidly become

‘broken. - . -




INTRODUCCION
Los microttibulos se encuentran en todas 1las células
eucarioticas y participan en varios eventos celulares. Asi,

entre otras funciones, Jjuegan un papel importante en 1la

nmifcsis,_en la mantencién de la arguitectura celular y en el .~

movimiento.’ .de organelos (Correia y col:, 1983; . Kirschner vy
.Eol., 1986). Los microtﬂbpld% esté&n formados principalmente
por una pfbteina globular llamada tubulina y se forman

espontaneamente in vitro, a temperaturas superiores a 21 °C,

a partir de una sclucién que contenga una concentracion de
tubulina superior a la concentracién minima para polimerizar
(concentracién critical. La polimerizacidén de 1la tubulina

requiere GTP, M92+ y glicerol (Olmsted y Borisy, 1975). La

+
despolimerizacidén es inducida por bajas temperaturas, Ca2 y

GDP.

La tubulina es un heterodimerco de masa molecular
110.000 Da, compuesto de dos subunidades denominadas alfa vy
beta, ambas de masa molecular 55.000 Da 'y con una secuencia
de aminoacidos conocida para la proteina proveniente de

varias especies (LuduefRa ¥y col., 1977). En base a 1los

patrones de digestién con enzimas proteoliticas, se ha
propuesto que ambas subunidades de la_tubulina_tendrian.tYES

dominios principales, wuno ubicado .en’ el extremo aminc

terminal, otro en la parte media y el tercero en el extremo

carboxile, como se muestra en la figura 1 (De La ViRa Hy

col., 1988). Este modelo concuerda con Ios resultados

ocbtenidos por difraccién de rayos X de microtibulos




Figura 1:

Modelos de la estructura de la tubulina.
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hidratados (Beese vy col., 19873, en que se detectan tres
regiones de alta densidad electrénica por cada subunidad de
la tubulina, que se han interpretado comoc tres dominios
estructurales. El dominic carboxilo terminal de cada
.éubuﬁidad finaliza con un pequedo trozo, que puede ser
remo;ido en una digestién controlada.con subtilisina u ot;as
enzimas -ptotgoliticas. Estos fragmentos de aproximadamente
40 aminoécfdos poseen ‘un alto contenido de acido glutédmico y
se ha sugeride que tienen un papel fundamental ég la
regulacign de la polimerizacién de la tubulina (Sacket y
col., 1985i.'én Eséa reéién se ubicariag los.sitios de unidén
para las prbteinas.asociadas a los microtdbulos (Serrano vy
col., 1584a; Rodighov y col., 1990) y para los motores
microtubulares kinesina y dineina (Paschal y col., 1989).
Generalmente se ha supuesto que la tubulina posee dos
sitios donde los nucledétidos de guanina interactaan no
covalentemente. Uno de esos sitios (el sitio N) une GTP con
alta afinidad y no lo iﬁtercambia con los nucledtidos gue
estadn en soclucién, mientras que el otro sitio (el sitio E)

une tanto GTP como GDP y se caracteriza porque el nucleédtido

se intercambia rapidamente con los nucledétidos de la

3

solucion (comoc referencia general ver Carlier, 1982). Para

gue tubulina se-incorpore al microtubule es necesario gue el

sitio E este oéubado po? una molécula de GTP, en forma de

Mgg+—GTP (Monasterio, 1987), el cual se hidroliza liberando

el fosforilo inorgdnico al medio y manteniéndose el GDP

unido & la macromolécula. El papel de la unidén e Hhidrélicis

del GTP en el procesc de polimerizacién y despeolimerizacién




de los microtidbulos ha sido largamente estudiado,
encontrandose muchas veces resultados contradictorios
(Carlier, 1982). Sin embargo, 1lo que actualmente se
considera mas valido es el modelo propuesto por Carlier vy
Pantaloni (Carlier y Pantaloni, 1981; Carlier y col., 1984),
quienes, sobre la base de varios argumentos teéricas vy
experimentales, postulan que la hidrélisis del GTP ocurriria
en una etapa posterior a la polimerizacién y sélo en la
parte intermedia de los microtibulos. De manera que esta
hipétesis plantea gue 1los microtibulos estables serian
aguellos en los cuales los extremos se conservarian como
tubul ina-GTP y la parte media como tubul ina—-GDP.
Recientemente este mismo grupo ha encontrado pruebas que
indican que la hidrélisis del fosforilo gama del GTP también
ocurriria en 105 extremos de los microtudbulos, pero en este
caso el P; se mantendria unido por interacciones no
covalentes al sitio del nucleétido, formandose el complejo
tubul ina-GDP-P; (Carlier y col., 1988; Carlier y «col.,
1989). Vale decir, los microtibulos estables serian aquellos
que contienen en sus extremos unidades de tubulina-GTP vy
tubul ina-GDP-P; (denominadas en inglés caps) y en su parte
media, tubulina-GDP, como se muestra en la figura 2. Lo
anterior significa que seria la liberacidén del fosforilo
inorgdnico desde los extremos y no la hidrélisis del GTP, el
proceso gque controla la desestabilizacién de la' estructura

de los microtdbulos.
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Figura 2: Reprecsentacidn diagramatica del extremo de

un

microtubulo en presencia de GTP. El complejo tubul ina-5TP en

solucién y formando parte del microtubulc se indica con una
T, el complejo tubulina-GDP-P; se indica con D-P; y el
complejo tubulina-GDP con una D. Esquema tomado de-Melki vy
col., 1990.

La polimerizacién de tubulina in vitro es dependiente
de 1la presencia de metales bivalentes; es asi como al
agregar M92+, Mn2+ y bajas concentraciones de 002+, la
tubulina polimeriza formando microtdbulos, en tanto que en
presencia de Zn2+ y altas concentracicnes de 002+ se
originan estructuras laminares o microtubulos de mayor
diametro (Gaskin, 1981; Olmsted y Borisy, 19795).

Se ha atribuido al idén calcieo un papel fundamental en

la requlacidén del proceso de polimerizacién de la

in’ _vivo (Weisenberg,

1972;

contribuido adn mas a validar

tubul ina

Schliwa, 1976) 1lo que ha

'la_idéa de que este ién tiene

funcionamiento

una importancia vital para la regulacién del

celular, participando “en forma activa y determ

varios précesoé celulares (Berridge, -1975). Esta

funcidén del calcio, sobre la polimerizacién de la

inante en
importante

tubul ina,




no fué descubierta sino hasta 1972 gracias al trabajo

pionerc de Weisenberg, quien demostrdé gue hasta ese momento
la polimerizacidén de tubulina in_vitro no habia sido posible
debidc & 1la presencia en el wmedio de concentraciones
micromolares de calcio, lo que era suficien?e.para impedir
la formgcién de microtubulos (Weisenberg, 1972). Después de
- la aparicidén de este resultado en 1la literatura, muchos
grhpos ,;e han dedicado a analizar el problema,
encontrandose, entre otras cosas, gue el Ca2+ impide tanto

i la polimerizacién de tubulina y también despolimeriza los

microttbulos preformados (Kirschner y col., 19?4;.
— Egk relacién al mecanismo de agccién del Ca2+ se han
planteado varias hipétesis sobre su modo de accién, gque se
puaden agrupar en dos tipos: un efecto indirecte mediante
calmodulina y 1las proteinas asociadas a 1los microtibulos
(MAPs) vy un efecto directo de interaccién del Caz+ con la
tubulina (Berkowitz y Wolff, 198B1; Job y col., 1981; Lee vy
Wolff, 1984; Socbue y col., 19B1; Yamamoteo y col., 1583;
Sclomon, 1977; Lee y Timasheff, 1977).

Para explicar el modo directo de accién del ca®* sobre

la tubulina, se ha descrito gue la_zona de la tubulinma en
gue el Ca2+ interactda con alta afiniﬁad seria lé regidn

carboxilo-terminal de -ambas subunidades, vy —éue: esta

interaccidn seria -Ia responsable del ' ~efecto
despoilmerizante del ién (Serrano y coll, 1986). Mas -aln, se
ha sugerido recientemente que- los (ltimos B aminodcidos. del
extremo carboxile de cada subunidad participarian en 1la

unidén de calcio (Vera y col., 1589). Resulta dificil




. . 2+ :
explicar la wuwnién de Ca a ambos extremos carboxilo

terminal de la tubulina, si se consideran los resultados de
Solomon (1977) y Mejillano y Himes, (1991), quienes después
de estudiar 1la unién de iones calcio radiactiveo a la
tubulina ;ntacta han descrito que habria solamente un sitio
de wunién de alta afinidad para calcio por cada molécula de
tubulina. Sin embargo, los resultados de Grisham y «col.
(1980 publicados en wun resumen, concuerdan con los
resultados de Serrano y col. (1986), pues encuentran dos
sitios de unidén de alta afinidad por molécula de tubulina.

El objetivo global de este trabajo fue investigar el
mecanismo por medio del cual el Ca2+, en forma directa,
induce 1la despolimerizacién de microtubulos e inhibe 1la
polimerizacién de la tubulina.

Los objetivos especificos de esta tesis fueron:
1. Determinar el efecto de Ca2+ sobre la actividad GTP&sica
intrinseca de la tubulina.
2. Analizar la relacién entre la hidrélisis del GTP inducido
por C32+ y la inhibicién de la polimerizacién de tubulina vy
la despolimerizacién de microtibulos provocada por este
catidén.
3. Estudiar las caracteristicas de la interaccién de calcio
con la tubulina.
4. Analizar las caracteristicas de los sitios de wunién de
calcio responsables de su efecto sobre la peclimerizacién vy
despolimerizacidén de microtubulos y los eventuales cambios

conformacionales derivados de la unién del catidn.




Como hipétesis de trabajo para esta tesis, se planteé
la existencia de una estrecha relacidén entre la hidrélisis
del GTP unido al sitioc E de la tubulina y el mecanismo de
inhibicidén de la polimerizacién de tubulina por calcio. Por
otra parte, planteamos que la capacidad de calcio para
despolfﬁeriZar 1;5 migrot&bulos estaria mediada por la
_desestabiiiz§ci6n de los "caps® de tubulina-GDP-P;, producte
de la liberacién del P; desde este complejo.

Los sugerencias experimentales en que se basa esta
hipétesis son los siguientes:

al La hidrélisis‘dde GTP provoca  un cambio

conformacional que es esencial para la despolimerizacién de

los microtdbulos (weiéenberg y col., 19756).

B> Tubul ina—GDP, gue en solucidn posee una
conformacion distinta de la tubulina-S8TP (Howard Y
Timasheff, 1986), es incapaz de incorporarse a leos

microtabulos (Carlier, 1982).

c} En la mayoria de las proteinas gue unen Ca2+ se ha
podido comprobar que la unién de este catidén induce un
cambioc conformacional en la cadena polipeptidica (Strynadka
y James, 1989; da Silva y Reinach, 1991).

d) La tubulina, en ausencia de calcio, tiene una muy
baja actividad GTP&sica (Carlier, 1982): -

e) La tubﬁriha es capaz de péiimerizar en presen;ia
de amalogos no hidrolizables de GTP y los polimeros formados
son identicos en su morfologia a ios producidos por

tubulina-GTP, sin embargo no son despolimerizados por calcio

(Weisenberg y Deery, 1976; Arai y Kaziro, 1976).




) Calcio induce la despolimerizacién de los
microtibulos desde los extremos (Karr y col., 1580).

g’ La colchicina es wuna droga que inhibe la
polimerizacién de tubulina (Arai y Kaziro, 1977). Se ha
‘demostrado que la colchicina indd;é-la hidrélisis del G¥P’u
del sitio intercambiable de la 'tughlina (David;Pfguty Y
col., 1979). Ademas, "se ha obserVadom que la ungé; de
colchicina a tubulina es fuertemente alterada al remover los
extremos carboxilo-terminales de la proteina. Por-es?o,_ sa
ha propuesto gue esta regién --seria- importante pa;a- la ™
regulacidn de la intéraccién tubulina—coiéhicina-
(Mukhopahyay y col., 1990). Cabe sefalar que es en esta

2+

regién donde se ha propuesto gue se une Ca (Serranc vy

col., 19B6).




MATERIALES Y METODOS

I MATERIALES

Reactivos.

Los reactivos MES, GTP, PIPES, EDTA, EGTA, glicerol,

PMSF, 'SDS, subtilisina: libre y unida a -Agarosa, Tris,

hidroclorhidrato de guanidina, clordro de terbio, cloruro de

europic, ¢xido de gadolinio, 6xid6_ﬁe neodimio, azida de

sodio, Azul de Coomasie R-250, persulfato de amonio,

+

sacarosa -y -sulfato de amonio, fueron-adquiridos en Sigma-

Chemical Co. (St. Louis, Mo.-USA).

Ltos reactivos clonLro de magnésio, cloruro de calcio,
cloruro de sodio, DMSD, carbén activado, cloruro de potasio,
arsenazo III, fluoruro de scdioc y nitrate de aluminio,
fueron obtenidos de Merck (Darmstadt, Alemania Federal).

[14CJ—tirosina, 4583 Y 32Pi, fueron adquirideos de
Amersham/Searle (Illinois, USA).

El sistema de microparticiénm MPS-1, con membranas YMT
300 y 10.000, fue comprado &n Amicon, Grace Company (USay.

Metanol, acetona y 4cido acético de calidad pro-

andlisis, fueron adquiridos de Sudelab S. A.

Material Cromatografico -

mSepﬁadex G-25 fino y medio; Sephaéryl S-300 y- DEAE-
Sephadex se adguirieron en Sigma Chemical Co. (5t. Louis,
Mc. USA). DEARE-celulosa microgranularvse adquirié en Whatman
(Maidstone, Inglaterra). Fractogel TSK HW 40 se adguirié¢ en

Merck (Darmstadt, Alemania Federal).
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Material Bioldgico

Se utilizaron cerebros de pollo provenientes de
Agriccla Ariztia Ltda. El érganc se extrajo entre 60 a 90
minutos después de sacrificado el animal y se mantuvo
‘'sumergidc en hielo hasta su homogeneizacién, 15" cual se

realizé después de un tiempo no superior a 1 hora después

de la extraccidn del érgano.
IT METODOS

Preparacién de 1la tubulina

e

1. Purificacién de tubulina. La tubulina-de-cerebro de pollo

fue purificada por el procedimiento de Weisenberg
(Weisenberg y col., 1968; Weisenberg y Timasheff, 1970; Lee
y Frigon, 1973), gue consta de los siguientes pasos:

a. Remover las meninges y vasos sanguineos superficiales.

b. Lavar dos veces con un volumen de amortiguador PMS
(fosfato 10 mM, sacarosa 0,24 M, MgClp, 0,5 mM, pH 7,0).

c. Homogeneizar el tejido en un velumen de PMS en Jjuguera u
homogeneizador OMNI-MIXER Sorvall a alta velecidad por 30 s.
d. Centrifugar el homogeneizado a 12.000 rpm por 30 min a 4
°C en una centrifuga Sorvall, rotor GSA. - }
e. Descartar- el pr@cipiﬁado ¥y &l ligquido sobrenadante afadir
17,7 g por 100 ml de‘salfafg de amonio s6lido con agitacién

continua.

f. Dejar en reposc por 10 min y centrifugar a 12.000 rpm por

30 min a 4 °C, en ceﬁtrifuga_SOrvall, rotor GSA.

g. Descartar el precipitadeo y al liquido sobrenadante afadir
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7,1 g por 100 ml de sulfato de amonioc sélido con agitacidn
continua. |

h. Dejar en reposo por 10 min y centrifuga¥ a 12.000 rpm por
30 min a 4 °C, en centrifuga Sorvall, rotor GSA.

i. Descartar el liquido sobrenaéante y resuspender el

precipitade por homogeneizacién suave con homogeneizador

Poter en un volumen suficiente de PMG (foﬁf%to 10 mM, MgClso
0,9 mM, GTP ©,1 - mM, pH 7,0), pars sclubilizar el
precipitado.

J« Mezclar la solucién con medio volumen -de DEARE-Sephadex

v - -

equflibrado con PMé. - j -
k. Dedar en reposo por O min y lavar 2 veces con un volumen
de amortiguador PMG y 0,4 M KCl, remover el amort{;uador por
filtracidén en un embudo Bichner.

1. Eluir 1la proteina desde el DEAE-Sephadex con un volumen
de PMG ¥ 0,8 M KC1 y lavar con otro volumen igual, esperar S
min en cada elucidén antes de fTiltrar en un embudo Blchner.

m. Anadir 24,8 g de sulfato de amonio por cada 100 ml de
sclucidén, con agitacién continua. Deja% en reposc por 10 min
'y centrifugar a 12.000 rpm por 30 min.a 4 °C en rotor GSA.

n. Resuspender el precipitado en el Ti;;mo volumen de PMG  y
apli¢ar la solucién de proteina a una columna (3,0 x 40 cm)
de Sephadex G-25 medio, equilibrada con PMG y colectar 2 aml
por tubo. - - -

0. ‘Agregar 2 a 3 gotas de MgClso 0;5 M a cada tubo para
precipitar la tubulina.

p. Combinar las fracciones con precipitadoc y centrifugar a

12.000 rpm por 10 min a 4 °C en Sorvall, rotor 55-34,

12
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g. Resuspender el precipitadec en &6 a B ml de PMG vy sacarosa
1,0 M por homogeneizacién suave. Poner la soclucidén en una
bolsa de dialisis y dializar toda la noche contra 250 ml de

PMG y sacarosa 1,0 M.a 4 °C.

r. Determinar la concentracién de tubulina, distribuir en

alicuotas de 100 uL y almacenar a =80 °C.

2. -Procedimiento para intercambiar el amortiguador

experimental a la solucién de tubulina. Al momento de usar,

la tubulina se descongeld, mantenieéndela a 4°C y se filtré a

través de una miniﬁcél&éﬁg (0,5 %x 5,0- ca) empacada con
Séphade; G-25 fino en _ amortiguador experimental y
centrifugada a 3.0005 Ypm por 4- min en una centrifuga
Sorvall, rotor S5534. La muestra de tubulina, en un volumen
no mayor que O,1 ml por ml de gel, se cargd en la columna y
se dejdé reposar por S5 min. Para eluir la tubulina desde la
columna se procedid a centrifugar por 4 min a 3.000 rpm en
una centrifuga Sorvall, rotor SS-34. Enseguida se realizé un
segundo proceso de filtracién, utilizando una columna

refrigerada (0,8 x 25 c<m) empacada con Sephadex G-25 fino,

equilibrada con el amortiguador experimental y conectada a

. una bomba peristdltica Zero—Max, modelo El. Las proteinas se

eluyeron a un flujo controlado de 25 ml cm_2 h_l, se

colgétéron fracciones de 1 ﬁl-y se midip lTa concentrécién de N
proteina.

3. Extraccién de agregados de tubulina. En ‘la mayoria de los

experimentos era deseable contar com una preparacién  de

tubulina libre de agregados, Ic cual se consiguid




reemplazando la filtracidén en la columna de Sephadex G-25
por una filtracidén a través de una columna 0,8 x 25 cm)
enpacada con Sephacryl 5-300, equil ibrada con el
amortiguader experimental. Como resul tado de esta
cropatografia, se obtuvieron dos picos (ver figura 4); ei
primero que aparece en el volumen de exglusién de 1la
:columna, y por tanto contiene mcleéculas de una masa superior
a 306 kDa, corresponde a agregados de tubulina provenientes
de la dltima etapa de la purificacidn de ia proteina. E1
segundo pico, que aparece en el volumen interno de la
_éélqmna, COﬁtiene tubulina iibre-de agregados,_lo;cual se Ba
;érificado a traves de experimentos de centrifugacidn

diferencial, utilizando una ultracentrifuga Beckman

impulsada por aire.

Determinacién de la concentracién de proteinas y péptidos

La concentracidén de tubul ina fue determinada
espectrofotométricamente en scluciones de hidroclorhidrato
de guanidina 6 M, utilizando un coeficiente de extincién de
1,03 1/g em a 2753 nm (Na y Timasheff, 1981; Lee y Frigon,
1973). )

La concentracién de los péptidos carboxilo-terminales

de tubulina digerida con subtilisina, se determind por el

método de 1la 'fluérescaﬁina. El método se basa - en 1a
propiedad de la fluorescamina de interac?uar con losligrupos
amino—terminales 1libres de proteinas o peptidos. En este
estado la fluorescamina emite luz de longitud de onda 475 nm

cuando es excitada a 390 nm, en forma proporcional a 1la
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cantidad de fluorescamina unida. Alicuctas de 10 - 250 ul de
la solucién de péptidos se completaron a 1,5 ml con
amortiguador fosfato SO mM, pH 8,0. Las muestras se agitaron
vigorosamente y se 1les agregé 0,5 ml de fluocrescamina
Fdisuelfa en dioxano (0,3 mg/ml). Luego de 2 min se midié 1la
‘emis;én a 475 nm excigéndb a 390 nm. Es impﬁ}tante destacar
gque la solucién de fluqrescamina débe prepararse en el
momento de usar, pdes_este reactivo se Hid;oliza rapidamente
a temperatura ambiente. Para la Eeterminaciéﬁ de la
concentracién se regquiere, en primer término, realizar una

curva de cal}b?éciéﬁ " con proteinas’ estandares de

concentracidén conocida.

Preparacién de ET—32P]—GTP

El GTP radiactivo marcado en la posicién T, fue
gentilmente sintetizade por M. Antonelli, utilizando el

procedimiento descritc por Walseth y Johnson (19793.

Medicidén de la actividad GTPasica de tubulina
El procedimiento experimental para medir la hidrélisis
de G7P, consistid en extraer en primer término los posibles
agregados que contenia la preparacidn de tﬁbulina, los
cuales mostr%?oﬁ'poseer una alta actividad GTPasica (Fig.
1 4), filtrandc la solucién en una columna de.Sephacryl $-300
" (Monasterio y Timaéheff, 19872 eguilibrada en amortiQUad;r C
(MES 0,1 M, pH 6,4, MgCls 0,5 mM, GTP 0,1 mM). A la solucidén
q; tubulina, libre de agregados, se adicioné [T—32P]—GTP_ ¥
se 1incubé a 37 °C en un veolumen de reaccién de 0,1 ml. La

reaccidén se detuvo aRadiendo un velumen de una suspensién




de carbén activado (100 mg/ml) en KCl1 0,2 M, pH 1,8 (Nieto
y col., 1975). E1 carbén activado fue removido por
centrifugacién, en un centrifuga Ependorff, a 15.000 rpm por
6 min y al 1liquido sobrenadante se 1le determiné la
radiactividad, 1la cual provenia exclusivamente del fosfato
inorganico liberado como producto de la hidrélisis de GTP,
el Qque se cuantificé considerando el valor conocido de la

radiactividad especifica.

Ensayos de polimerizacién

El metodo turbidimétrico (Gaskin y <col., 1974) fue
empleado para registrar la cinética de polimerizacidén
utilizando un espectrofotémetro Gildford 2000 equipado con
un registrador y una celda termorregulada. La polimerizacién
de 1la tubulina se indujo aumentando la temperatura a 37 ©°C
en amortiguador A (MES 0,1 M, pH 6,4, MgClo, 1S5 mM, glicerol
25 % y GTP 0,1 mM) y a concentraciones de tubulina
superiores a la concentracidén critica. El curso de 1la
polimerizacidén se registré midiendo el incremento en 1la
absobancia a 350 nm en el tiempo. Los polimeros formados
fueron analizados por microscopia electrénica. Ademds, en
cada experimento se comprobé que 1los polimeros formados
presentaran las caracteristicas tipicas de los microtdbulos,
vale decir, la capacidad de despolimerizar al bajar 1la

temperatura a 10 °C y al agregar Ca2+.
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Estudios de unién de Ca2+

Para seguir la unidén de Ca2+ a la tubulina se wutilizé

45 2+
a

su isdtopo radiactivo (' °C J. El procedimiento

experimental consistié en equilibrar la tubulina libre de

agregadaos en amorﬁiguaqor B (Pipes 50 mM, pH 6,0). En este

amortiguador se minimiza 1la unién inespecifica vy la

formacién de hidréxidos del metal (Snyder y col., 1990).

Luego se incubdé la tubulina con distintas concentraciones de

CaCl->, y pequefias alicuctas de‘450a2+ por 13 min a 25 °C,

+ . . - ;
Para separar el Ca2 unido del libre, se usaron dos métodos

alternativos. E! primer métodénﬁue se usd consiste en

filtrar la solucién a traveés del sistema de microparticién
MPS-1 de Amicon, utilizando membranas YMT que permiten
obtener en el filtrado las moléculas de pesc molecular
inferior a 10.000, de manera gque soclo el Ca2+ libre aparece
en el filtrado, el cual se puede cuantificar contando 1la
radiactividad. El segundo método usado fue el procedimiento
descrito por Penefsky (1977), que consiste en filtrar 1a
muestra a traves de mini-columnas (0,3 x 5,0 cm) empacadas
con Sephadex G-25 fino, equilibrada en amortiguador B. (Este
procedimiento es igual al que se describidé anteriormente

para équiiibrar la tubulina con el amortiguador

exeerimentél)i El eluido, gque contiene solo el ién unido a

macromolécula, se colecta por centrifugacién y se procede
enseguida a contar la radiactividad proveniente del Ca

unido.

2+
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Analisis de los datos de unién

La pcuacidn "utilizada para el calculo de los

parametros de unién a ambos tipos de sitios fue la
siguiente:
mj rca? it ny [CaZ’3
V = —emeee e e T+ - (Ecuacidén 1)
Kqy + [Ca” 1R . Kgp + [caZt1. -

Donde J es el cuociente molar entre el Ca>' unido y 1la
tubulina total utilizadaj; ny ¥ np corresponden al nimero de

sitios de unidén de alta y baja afinidad para Ca2+ en la

tubulipa, ™ respect ivamente; Kdl'y"Kdz‘éon las constantes de

disociaciacidn para ambos tipos de sitios; h es el

coeficiente de Hill para la-unién del catidén a los sitios de

. 2+ . 2+ .

alta afinidad y [Ca” 1 es la concentracién de Ca libre.

Los valores para cada uno de los parametros de unién de
N
Ca2 a la tubulina, fueron obtenidos mediante el mejor
ajuste computacional de los puntos experimentales a la curva

tedrica, para lo cual se utilizd el programa computacional

ENZFITTER. -

Preparacidén de los cloruros de lantanidos

, $oluciones patron de GdClg y NdClg 0,1_ M  fueron
pPreparadas disolviendo los Jxidos respectivos en HClI 0,6 M
(Abbot y col., 1973).

La concentracién de las soluciones patrén de cada uno

de los lantanidos fue determinada titulando .con EDTA vy

usandc arsensazo III como indicador (Fritz y cel., 1958). E1

procedimiento experimental consistié en poner un volumen

18




conocido de la solucidn a determinar en un vaso de
precipitado con agua, enseguida se agregé 2 a 3 gotas de
piridina y se verificé el pH, el cual debia estar entre 5,5
Yy 6,5. Se agregé 2 a 4 gotas de arsenazo III (5 mg/ml) y se
titulf‘con EDTA titrisol, midiendo el voclumen necesario para

observar el cambio de color de viocleta a rosado.

Por su parte, la éonfentracién de CaClp fue determinada
a través de espectroscopia de absorcién atémica, utilizando
ur espeétrofotémetro Perkin—-Elmer modelo 360, con una mezcla
de aire-acetilenoc para la llama. Previamente se realizé una

e a1 - Tm L2 N -
curva de calibracién con Ca de conceéntracidén conocida.

Resonancia paramagnética electrénica (EPR)

El espectro de EPR de gadolinic fue tomado en un
espectrofotometro Varian E-109 a 9,1 GHz (banda X)), 20 mW de
potencia y 10 G de amplitud de modulacién. La velocidad de

barrido fue 400 G/min y la temperatura —-196 °C.

Espectroscopia ultravioleta diferencial.

El instrumento utilizado fue un espectrofotémetro
Hewlett Packard con arreglo de diodos y una resclucidén de 2
nm, acoplado a un computador Hewlett Packard. Los espectros
diferenciales fueron obtenidos restando, a través de un
prog?gma computacional, los espectros de tubulina -en
preééncia Yy ausencia de Ca2+; Previamente—se comﬁ;ogé que en
la regién en que se registré el espectro, el ~amartiguador
utilizado (PIPES 50 mM, pH 6,0), no pre;entaba absorcidn

significativa de radiacisn.
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Aislacién y caracterizacién de los fragmentos de tubulina
que unen calcio con alta afinidad.

- Como se detalla en la introduccién, se ha atribuido a
la regién carboxilo terminal de ambas subunidades de la
tubul ina “mucha importancia en el control de la formacién vy
ruptura de ios microtdbulos. Se ha informado (Serranc vy

col., 1984b) que en esta zona estarian los sitios de

interaccién de la tubulina con las proteinas asociadas a los.

microtibulos (MAPs) y los sitios de unidén de alta afinidad

para ca’t (Serrano y col., 1986).

El objetive de esta parte del trabajo fue purificar los

ééptidos del extremo carboxilo de ambas subunidades
obtenidos a partir de la digestién con subtilisina. E;%e
trabajo fue realizade en conjunto con la tesista de pregrado
Soledad De La Cerda. Se presentar& un breve resumen de los
resultados obtenidos (Para un mayor detalle de los métodos
consultar De La Cerda, 1990).

1. Digestidén de tubulina con subtilisina.

Se diseRaron dos métodos de digestién de tubulina con
subtilisina, que dependian del estado en que se encontraba
la enzima, ya sea libre en solucién o inmovilizada en una
matriz sélida de Agarose. El procedimisnto de digestién con
subt?lisina libre consistié en incubar la tubulina a una
concénéracién de 2 mg/ml En_amortiguador D (MES 0,1 -M, pH
6,4, MgClo 0,5 mM, EGTA. 2 mM) con subtilisina al 1 % p/’p a
30 °C. Luego de un tiempo determinado, la reaccién se detuvo

agregeando PMSF, disueltoc en DMSO, 1 mM final. El

procedimientc de digestién con subtilisina unida a Agarose
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consistié en incubar una solucién de tubulina (2 mg/ml) con
0,1 wunidades de enzima unida a Agarose por mg de tubulina,
en amortiguador D a 30 °C con agitacién continua. Después de
un tiempo determinado se removiéd la subtilisina unida a
Agarose por centrifugacién a 3.000 rpm, en wuna centrifuga
Sorvall, rotor 5534. Se pudo comprobar mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida de ambas
digestiones que al usar la enzima unida a Agarose se obtuvo
un mejor rendimiento en la obtencién de péptideos carboxilo-
terminales, pues en este estado la enzima corta
preferentemente en el sitio que da origen a estos péptidos.

2. Purificacién de los peéptidos carboxilo-terminales de

tubulina digerida con subtilisina.

Se diseraron dos métodos de purificacién. E1l primer
metodo, que consiste en una modificacién del procedimiento
descrito por Serrano y col. (1986), contemplé las siguientes
etapas:

a. La mezcla de digestién, con enzima inmovilizada o libre,
se indujo a polimerizar agregando GTP 1mM, 25% de glicerocl e
incubando por 30 min a 37 °C. Luego se centrifugé a 30.000
rpm en una ultracentrifuga Beckman, rotor S0Ti por 15 min a
37 ek

b. El sobrenadante de la centrifugacién se sembré en una
columna de DEAE-celulosa (0,8 x 1 ml) equilibrada con Tris
HC1 10 mM pH 7,5, NaCl 0,1 M y se eluyé aradiendo soluciones
de NaCl 0,2 My 0,5 M, preparadas en Tris HCl 10 mM, pH 7,5.

c. El eluido con NaCl 0,5 M se filtrdé a través de una
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columna (2,3 x 45 ml) de Fractogel TSK-HW-40 equilibrada

~

con acetato de amonio 0,1 M pH 6,0, la cual estaba instalada
en un aparato de cromatografia liguida de alta resolucién
(HPLCY>. La figura 3 muestra el perfil de elucién obtenido

al ...filtrar por la columna de Fractogel el eluido de DEAE-

celulosa con NaCl 0,5 M, proveniente de una digestién con

subtilisina libre.

Como resultado de este procedimiento se obtuvieron dos
fracciones que absorbian a 280 nm en la regién donde, por

su masa molecular, deberian 2luir los péptidos (Fig. 3), 1o

: que- sugeria que léé péptiaos correspondientes a cada una de
las subunidades podrian estar separados.

Cuando los requerimientos.ge purificacién no fueron tan
estrictos, se disedd un método mas sencillo, para purificar
los peptidos de los extremos carboxilo resultantes de 1la
digestién con subtilisina. Este método consistié en filtrar
la mezcla de digestidn a través de un sistema de
ultrafiltracidn Amicon usando membranas de limite de
exclusidén 10.000 Da, de manera que en el.efuido s@ podia
separar los péptidos de los productos de digestién dé masa
molecular superior a 10.000 D;. Esté muestra se sometid a
chmatografia'en DEAE-celulosa, de la misma manera que en el
método anterior y los peéptidos carboxilo—terminalgs de ambas

subunidades de tubulina se eluyeron con Na€l 0,5 M.

3. Caracterizacién de los peéptidos carboxile—~terminales de

tubulina. La caracterizacidn de log peptidos
purificados por el primer método, se realizé por

electroforesis en geles de poliacrilamida al 20 % en
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Figura 3. Filtracidén en Fractogel TSK HW 40 de 1las
fracciones eluidas con NaCl 0,5 M de una columna de DEAE-
celulosa, proveniente de una digestién con subtilisina
libre. Se muestra el espectro continuo de absorbancia a 280
nm en funcién del veolumen de elucidén. Se indica la masa
molecular relativa de cada uno de los picos. El primer pico
aparecié en el volumen de exclusién de 1la columna, vale
decir tiene una masa molecular superior a los 10 kDa vy
corresponde a una mezcla de S—tubulina y los productos de
masa molecular intermedia. ) ) -
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condiciones desnaturantes. El resultado de este experimento
mostré una sola banda para cada unc de ellos (resultados no

mostrados), cuyas masas moleculares fueron 4,3 y 3,8 kDa.

Estos valores son similares a los reportados por Serranc vy

col (1986).
Resultados de estudios de la fluorescencia-intrinseca Y
determinacidén de 1la composicién de amincdcidos <(tabla 1I)

mostraron que los péptidos purificados presentan las

caracteristicas tipicas de la regién carboxilo terminsal,

<ome es .una alta cantidad de glutamatos y glicina y. 1la

ausencia de aminodcidos como triptofano y cisteina. Sin
embargo, no fue posible utilizar estos datos para
identificar a cual subunidad de la tubulina correspondia
cada péptido. Las diferencias entre 1lc teérico y lo
experimental se pueden deber, por un lado, a gue cada pico
de absorbancia corresponda a una mezcla de los péeptidos
provenientes de ambas subunidades de tubulina y por otro
lado, es posible que la subtilisina no corte en un solo
lugar en el extremo C-terminal, de manera que cada pico
corresponda a una mezcla heterogenea de péptidos de distinto
tamafc y composicién. Una tercera posibilidad para - explicar

la diferencia entre la composicién aminoacidica experimental

y .teérica la constituye el hecho de gque los . péptidos ..

purificados provienen de la digestién de una familia de-

isoformas de tubulina (George y col 1981).
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Tabla I. Composicién de aminocdcidos de 1los péptidos
carboxilo terminales de_ tubulina obtenidos mediante
digestién con subtilisina.

7 molar tedricob 7% molar experimental
Aminodacidos péptido « péptido @ pico 1 pico 2
Asp ; Asn 8,8 19,8 4,7 9; 2
Glu + Gln 35,3 39,5 2857 39;7
Ser 3,9 Dy 3 6,1 5,6
Gly 11,8 5; 3 16,3 13,9
His 0,0 0,0 By 2 0,8
Arg 259 0,0 2,9 1,4
Thr 0,0 8;3 4,6 3,0
Ala 8,8 104,95 743 7,1
Pro 0,0 0,0 2:86 2,4
Tyr 5y 8 2,6 4,6 3,0
Val 8,8 2,6 359 4,7
Met 2.9 2,6 2.6 0,7
Ile 0,0 0,0 3,6 1,8
Leu 2,9 2,6 B.yi6 2,4
Phe 2,9 55 3 248 2;5
Lys 249 0,0 2,1 2,1
Trp 0,0 0,0 0,0 0,0
Cys 0,0 0,0 0,0 0,0

La digestién de tubulina se hizo con subtilisina unida
a Qggrose y los péptidos fueron purificados por el método 1.

El %4 molar teérico fue calculado considerando 1la
secuencia predicha a partir del cDNA de tubulina mayoritarioc
en cerebro de pollo y considerando que la subtilisina corta
a la tubulina en los sitios informados por Serrano y col.
(1986).




Resonancia magnética nuclear (NMR).

Los espectros de NMR de 1H fueron registrados a 300,1?
MHz en un espectrémetro Bruker WH-300, operandec en el modo
con transformada de Fourier y con desacoplamiento de la

sefal’ del agua. La muestra de tubulina o de péptidos -C-

terminai'fue sometida a centrifugacidon a 90.000 x g, en una

centrifuga - impulsada por aire Beckman, para eliminar
eventuales agregados.:Enseguida se realizé¢é una cromatografia
en una columna (0,2 x 1,0 cm) de Chelex-100 equilibrada con
amortiguador -bicarbonato (NaHCO3 10 mM, pH 6,5, MgCl, 0,5
mM), con -el prdpésito de eliminar metales pesados qde
pudiesen. alterar 8l espectro. En alguncs experimentos 1la
muestra fue 1liofilizada y resuspendida en 2H20, para
disminuir la seRfal del agua. Alicuotas de 0,5 ml de muestra

"Moo, 20 2 ZHomd

en agua deuterada o solucidén acuosa (BO %
de amortiguador bicarbonato, fueron depositadas en un tubo
de 0,5 cm de diametro y se mididé el espectro a 16 °C. Las
siguientes condiciones. fueron usadas: Amplitud del pulso,

9,8 upseg.; amplitud espectral, 6024,1 Hz:; como estandar

interno se usé tetrametil silano.
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RESULTADOS

RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD GTPasica DE TUBULINA INDUCIDA
POR CALCIO Y LA POLIMERIZACION Y DESPOLIMERIZACION DE

MICROTUBULOS

Efecto de calcio sobre la actividad GTPasica de la tubulina.
Con el obJjetivo de evaluar la relacién que existe

entre la inhibicién de la polimerizacién de tubulina por

ca?* y 1a hidrélisis de GTP, se estudié el efecto de CaZ'

sobre ;a actividad GTP&sica d?nla tubul ina.

La tubulina purificada:por el método de weisénberg Y

Timasheff (1968) presenta wuna cierta contaminacidén con.

agregados de tubulina, después que se ha almacenado a —-B0°C.
Esta proporcidén wvaria con la preparacién vy con el
envejecimiento de la proteina. La actividad GTPasica
endégena de 1la tubulina se ve aumentada por 1la actividad
GTPasica de los agregados y varia de acuerdo a la cantidad
de agregados presentes. La separacién de estos agregados se
logrd filtrando la preparacisén a través de una cclumna de
Sephacryl §85-300 (Andreu y Timasheff, 1981). La figura 24
muestra }a hidrélisis de GTP asociada a cada una de las

fracciones eluidas de la columna de Sephacryl 8-300. EI

primer pico, que aparecidé en el volumen de exclusién de 1la

celumna, corrvesponde & agregados de tubulima gque tienen una

masa molecular superior a 300 kDa y una alla actividad

GTPasica. En- tanto, el segundo pico, que corresponde a

24+

tubulina, tuvo una actividad GTPasica mucho menor. Ca
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Figura 4: Actividad GTP&sica asociada-a cada uno de las
fracciones eluidas de la columai de Sephacryl S-300. La.
mezcla de reaccién contenia [T -" " P1-GTP a una radiactividad
especifica de 16.120 cpm/nmol de GTP. FE1l tiempo de
incubacién fue 10 min. Se muestra la concentracién de
proteina (mg/ml) (@) y los nmoles de GTP hidrolizados/min (O}.




estimulé la actividad GTPasica sélo de la fraccién
correspondiente a tubulina (Fig. 4), por esto para ensayar
el efecto de calcio sobre esta actividad, se wutilizé 1la
fraccién proveniente del segundo pico de Sephacryl 5-300. La
figura S muestra la curva de progreso para la hidrélisis de
GTP asociada a tubulina en ausencia y-en presencia de Ca2+ 2
mM. Las pendientes en la parte lineal de la curva (a tiempos
de 1incubacién inferiores a 20 min) corresponden a la
velocidad 1inicial de hidrélisis de GTP, cuyo valor en
ausencia Yy en presencia de C32+ fue 0,018 y 0,26 nmoles de
GTP hidrolizados por mg de tubulina x min, respectivamente.
Esto significa gque a una concentracidén de C32+ de 2 mM, 1la
estimulacién de la actividad GTPasica asociada a la tubulina
en solucién fue de 14 veces. Esta estimulacidén no fue debida
a que Ca2+ indujo la formacidén de agregados con actividad
GTP&sica, pues la absorbancia durante el tiempo de
incubacidén con Ca2+ se mantuvo constante y cercana a cero vy
experimentos de centrifugacién a alta velocidad de
soluciones de tubulina en presencia y ausencia de calcio no
mostraron la existencia de agregados (resul tados no
mostrados).

En la figura 6 se muestra la velocidad de hidrélisis
de GTP obtenida al incubar la tubulina por un tiempo fijo de
10 min, respecto de la concentracidén de Ca2+ Y M92+. Para
descartar la existencia de un efecto inespecifico de -la
fuerza 1dénica se hicieron en forma simulténea incubaciones

-+
con Na (no mostrado?. Como se observa en la figura, la

estimulacidén de la actividad GTPasica de la tubulina por
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Figura 353 Estimulacién de la actividad GTPasica de
tubulina por Ca” . Tubulina (1,7 mg/ml) libre de agregados,
fue incubada a 37 °C en yga mezcla que contenia MES 0,1 M,
pH 6,4, MgCl, 0,5 mM, [T— PI-GTP (radiactividad especifica
15.570 cpm/nmol) con (®) o sin (@) CaCl, 2 mM, en un volumen
final de 0,1 ml. La actividad GTPasica fue determinada como
se describe en Métodos. ’
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calcio siguid una conducta de saturacidén sigmoidea
alcanzando un maximo en alrededor de 2,0 mM. Por su parte,
M92+ no afecté la actividad GTP&sica de tubulina en todo el
intervalo de concentraciones estudiadas.

La figura 7 muestra el efecto de la concentracién de
tubulina sobre la hidrélisis de GTP en ausencia y en
presencla de Ca2+ 2,0 mM. De la pendiente de estas rectas se
obtuvo un valor para la velocidad de hidrélisis de GTP de
0,02 y 0,26 nmoles de GTP hidrolizados por mg de tubulina x
min, en ausencia y ©en presencia de Ca2+ 2 mM
vespectivamente. La linearidad de la relacién obtenida entre
la actividad GTPasica y la concentracién de tubulina, indica
que el efecto observado no es dependiente de la agregacion
de la tubulina.

La conclusién de estos resultados es que C32+, en
concentraciones gque fluctuan entre 0,1 y 2,0 mM, es capaz de
estimular significativamente la hidrdlisis del GTP unide a

+
la tubulina. Esta estimulacién es especifica, pues M92 Y

+
Na no producen este efecto.

Efecto de 1la concentracidén de Ca2+ sobre 1la actividad
GTP&sica y sobre la inhibicién de la polimerizacién.

Para investigar si la estimulacién de 1la actividad
GTPasica de la tubulina por Ca2+, cocurre en el mismo
intervalo de concentraciones en el cual calcio 1inhibe la
polimerizacidn de la tubulina Yy despolimeriza los
microtibulos, estudiamos el comportamiento de estos tres

procescs en funcidén de la concentracién de calcio. La figura
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Figura ©6: Efecto de la concentracién de Ca2+ Yy M92+

sobre la velocidad de hidrélisis de GTP asociada a tgaulina.
Tubulina (2,4 mg/ml) en presencia de 0,1 mM [T-"“P1-GTP
(radiactividad ESPECiﬁica 10.2532$pm/nm01) fue incubada a
37°C por 10 min con Ca (®) o Mg (©), en un volumen final
de 0,1 ml. La actividad GTPasica fue determinada como se
describe en Materiales y Metodos.
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Figura 7: Influencia de la concentracién de tubulina
sobre la hidrélisis de GTP. Soluciones de diferente

concentracién de tubulina, en un volumen final de 0,08 al,
fueron incubadas a 37 °C por 15 min bajo las mismas
condiciones descritas en la figura 5, con () o sin (0)
CaCl, 2 mM. La actividad GTPasica fue determinada como se

describe en Metodos.




8 muestra los resultados obtenidos en este experimento. Las
tres curvas siguen una conducta de saturacién similar, peroc
el intervalo de concentracién de calcio para alcanzar la
saturacisén es distinto en el casc de la despolimerizacidédn de
micreotdbulos, en comparacidén con los procesog'de “inhibicidn
de la polimerizacidn y estimulacidén de la actividad GTPasica
de la tubulina, los cuales exhiben una dependencia de calcio
muy similar y por lo tantoc se podria presumir que son
procesos estrechamente ligados. Los valores de.Ko'5 para la
estimulacidén de la actividad GTPasica, la .inhibicidn de 1l=a
pelimerizacidn y la despolimerizacidn ;de microtdibul os,
fueron 0,47, 0,682 vy 0,047 mM, respectivamente.

La menor concentracidén de calcio reguerida para
despolimerizar los microtibulos previamente formados en
comparacidén con el intervalo de concentracidén de Ca2+
requerido para inhibir 1la peolimerizacidén e inducir 1a
actividad GTP&sica de la tubulina, es esperable, debido a
que segun la hipdétesis propuesta en este proyecto, el ién
Ca2+ despolimerizaria los microtdbulos preformades uniéndose

& las subunidades de tubulina ubicadas al extremo de los

microtibulos y provecando la liberacison del fosforilo
inerganicoc desde lqs "caps" de tubulina-GDP-P;. De esta
manera, el resul tado obtenido, se podria explicar

considerando gue calcio solo se uniria a las unidades de

tubulina del extremc de los microtibulgas,
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Figura 8: Efegto de - 1la
concentracidén de Ca sobre 1la
actividad GTPAasica de tubul ina
(A, sobre 1la inhibicién de 1la
polimerizacién (B) y sobre la
despolimerizacidén de microtidbulos
(C). Los resultados mostrados en A
fueron obtenidos como se describe
en la figura 6. En B, la tubulina
(2,8 mg/ml) fue incubada a 0° °C
por 13 min en amortiguador de

polimerizacidn, " las
concentraciones de Ca indicadas
en 1la figura. La reaccién de
polimerizacidn fue inducida
aumentando la temperatura a 37 °C.
El porcentaje de inhibicién:
corresponde a 1 menos el valor
maximo de la absorbancia

(expresado como la fracgién del
valor en ausencia de Ca™ ) p3ra
cada concentracidn de ca ,
multiplicado por 100. En C, los
microtd¢bulos fueron polimerizados
incubando tubulina (2,3 mg/ml) a
37 °C por 20 min en amortiguador
de polimﬁiizacidn. Enseguida se

anadid Ca en las concentraciones
indicadas en la figura vy se
registré el cambio en la
absorbancia a 350 nm. El
porcentaje de despolimerizacién

corresponde a3 la disminucién en la
absorbancia -medido Szmin después
de 1la- adicidén de Ca  , . dividido
por el-valor de_la absorbancia en
ausencia de Ca y multiplicado

por 100,




Caz+ inhibe la polimerizacién de tubulina en presencia de

andlogos no hidrolizables de GTP.

Si 1la inhibicién de la polimerizacién de tubulina por
calcio estd relacionada con la hidrélisis de GTP, entonces
es esperable que en presencia de un andlogo no hidrolizable
de GTP, la polimerizacién no sea afectada por la -presencia

de concentraciones inhibitorias de Ca2+. El resul tado

obtenido al analizar el efecto de Ca2+ sobre la
despolimerizacidén de microtubulos formados en presencia de
GTP(TS), se muestra en la figura 9. Tubulina en presencia de
GTP y en ausencia de Ca2+, polimeriza formando microtubulos,
lo cual se observa mediante el aumento de la absorbancia a
350 nm. En presencia de Ca2+ 2 mM, la absorbancia aumenta
muy poco, en comparacién con el control, lo que indica que
los microtubulos no se forman en estas condiciones. Cuando
el GTP ha sido reemplazado por su analogo no hidrolizable
GTP(TS), la tubulinma polimeriza siguiendo una conducta
cinética distinta a la obtenida en el experimento control,
sin embargo los microtubulos formados son idénticos a los
obtenidos en presencia de GTP. Cuando la tubulina-GTP(TS)
fue incubada con Ca2+ 2 mM, no se observdé ninguna diferencia
en la cineética de polimerizacidén en comparacidn con el
experimento realizado en ausencia de Ca2+. Este resultado

; : 2+ 4 P : ; ;
indica gque Ca no fue capsaz de inhibir la polimerizacidén de

tubul ina-GTP(TS).
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Figura 9. Efecte de Ca sobre la polimerizacién de
tubulina en presencia de GTP(rS). Tubulina (2,3 mg/ml) fue
incubada a 0°C por 13 min en la siguiente mezcla de
reaccién: MES 0,1 M, pH 6,4, MgCls 15 mM, glicerol 3,8 M vy 1
mM de nucleétido: GTP sin (©) y con Call; (A) o GTP(TS) sin
() y con CaCl, (A). Despues de la incubacién, se indujo la
polimerizacidén aumentando la temperatura a_ 37°C vy se
registréd la absorbancia a 330 nm. El1 GTP fue reemplazado por
GTP(TS), mediante filtracién en una columna de Sephadex G-
25, equilibrada en 1la mezcla de reaccidén indicada mé&s

arriba.




Relacidn entre el mecanismo de inhibicién de la
polimerizacién de tubulina por Caz+ y la actividad GTPAasica
inducida por el catién. —

En relacién al mecanismo de inhibicién de la
polimerizacién de 1la tubulina por calcio, los resultados
encontrados en este trabajo indican que existe una estrecha
relacion entre la inhibicidén de la polimerizacién y 1la
hidrélisis del GTP unideo a la tubulina. Surgen, éntonces,
las” siguientes preguntas: ¢De queé tipo es esta relacidén?

~¢Es la inhibicidén de 1la pplimerizacién de la tubulipa por
Ca2+ una consecuencia de la hidrélisis del GTP?. Los
resultados obtenides se pueden explicar, al menos, de dos
maneras. En primer término, gue 1la inhibicién de la
polimerizacién de la tubulina por calcio, sea mediada por la
hidrélisis del GTP, vale decir, que la unién de CaZ+ a la
tubulina determine que toda la tubulina-GTP se convierta a
tubulina-GDP y que sea este hecho el que impida la formaciodn
de microtdbulos. La otra posibilidad es que la inhibicién de
la polimerizacién de 1la tubulinma y la induccién de su
actividad GTPasica sean procesos gque ocurran en forma

paralela Y ambos sean el producto de un cambio

conformacional preoducido por la unidn de Ca2+, vale decir,

-segén  esta explicacidén, la unién de caZ*- llevaria a la
tubulina a un estado conformacicnal que induciria la
hidrélisis- del GTP y que seria incapaz de  formar

microtubulos. - -
Para distinguir entre estas dos posibilidades, se

estudid la reversibilidad en el tiempo de la inhibicién de
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la polimerizacidén de la tubulina por C32+. Esto se realizé
complejando el Caz+ del sistema con el agente guelante EGTA.
Si la 1inhibicién de la polimerizacidén es producto de un
cambio conformacional dependiente de la unién de calcio a la
tubulina,ientonces al remover el 1ién, la tubulina debiera
recuperar su capacidad de polimerizar. Si por el contrario,
la 1inhibicién de la polimerizacién fuese dependiente de la
hidrélisis del GTP unido a la tubulina, entonces seria
esperable que al complejar el calcio no se restaurara la
capacidad de la tubulina para polimerizar, a menos que se
agregase GTP adicional, pues la hidrdélisis del GTP es un
proceso irreversible. Los resultados (figura 10) indican que
en aguellos casos en que se preincubd con CaZ+ por 5 y 10
min antes de agregar el agente quelante, la adicién de EGTA
revirtié la capacidad de la tubulina para formar
microtubulos. Se concluye de este resultado que el mecanismo
de 1inhibicién de la polimerizacién de tubulina por calcio
seria mediado por un cambio conformacional producto de 1la
unién del catién, el cual en forma paralela provocaria
también la 1nduccidén de la actividad GTPasica de la
tubulina. Es decir, la hidrdélisis del GTP no seria reguisito
para la inhibicién de la polimerizacién de la tubulina. Pese
a lo anterior, es interesante sefalar que cuando se
preincubdé con C32+ por 20 min antes de la adicidén de EGTA,
la remosién del calcio no revirtidé 1la capacidad de la
tubulina para formar microtdbulos. Esto se puede explicar

por la conversién de tubulina-GTP a tubulina-GDP a tiempos
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Absorbancia, 350 nm

Tiempo, min

Figura 10. Efecto del agente quelante EGTA en la
reversi¢§+de la inhibicién de la polimerizacién de tubulina
por Ca™ . Tubulina (2,5 mg/ml) en amortiguador de

polimerizacioen fue incubada por distintos tiempos (5, 10 vy
20 minutos) con CaClz 2 mM a 4 °C. Enseguida una parte de

cada muestra fue inducida a polimerizar, aumentando la
temperatura a 37 °C y se registré la absorbancia. La otra
parte fue incubada por 5 minutos con EGTA 3 mM, antes de

inducir la polimerizacidn. (linea 1) control sin calcio.
Incubado por 5 min (linea 3), 10 min (linea 6) y 20 min
(linea 7) con CaCls 2 mM. Incubado por S min (linea 2>, 10
min (linea 3) y 20 min (linea 4) con CaClp, 2 mM y luego con

EGTA 3 mM.
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de incubacién con Ca superiores a 20 min. Asi, aungue la

hidrélisis del GTP no seria un reguisito para la inhibicién
de la polimerizacidén de la tubulina, cuando todo el GTP se
convierte a GDP, la tubulina es incapaz de polimerizar.
Efecto de Caz+ sobre microtdbulos incubados con un analogo
de P;.

Antes de describir los resultados obtenidos con el
anadlogo de P;, explicaremos las causas que nos llevaron a
realizar estos experimentos. Para investigar la importancia
de la liberacidén de P; desde los extremos de los
microtubulos, en el mecanismo de despolimerizacidén inducido
por Ca2+, nos propusimos correlacionar la despolimerizacién

inducida por calcio, medida por la disminucidén de la

absorbancia a 350 nm, con la 1liberacién de fosforilo
inorgdanico radiactivo de microtubulos ensambl ados en
presencia de ET—BZP]—GTP. Como resultado de este experimento

se observd que la sensibilidad del método utilizado no era
suficiente para detectar los peqguenos cambios en la
concentracién de P; producidos por la hidrélisis de GTP,
inducida por Ca2+. Debido a esto no pudimos evaluar el
efecto de Caz+ sobre la liberacién de fosforilo inorgénico.
La 1imposibilidad de detectar el P; liberado durante 1la
despolimericacidén de microtdbulos por calcio, se puede
explicar considerando, por una parte, que la cinética de
hidrélisis de GTP que acompafa a la polimerizacién de
tubulina pasa por dos fases: una fase inicial de réapida

liberacién de fosforilo inorgénico y una segunda fase en gue

se establece un estado estaciconario de lenta liberacién de
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fosforilo al medioc (Carlier, 1982), De esta manera, 1los
microtibulos en todo momento exhiben una actividad GTPasica
basal. Por otra parte, segun el modeloc propuesto por Carlier
y Pantaloni <(Carlier y col., 1988; 1989; Melki y col.,
19903, foé microtdbulos estables serian aguelles en los

cﬁaleg 1;5 extremos se conservan como tubulina-GDP-P; y la
parte inte;media como —tubulina—GDP; Considerando este
modelc, 1la liberacién de fosforilo inorganico inducida por
calcio sélo afectaria a la tubulina ubicada en los extremos
dg‘-IOS-microt&bulos, la:quai 25 poca en cantidad y por lo
tanto, 1la eventual liberacion de P; desde los extremos,
inducida por calcio, estaria enmascarada.

Para evitar el problema experimental sefalado y como
alternativa para estudiar el papel de la liberacidén de Py
en la despolimerizacidén de microtidbulos por calcio, se
realizaron estudios basados en los hallazges del grupo de
Pantaloni (Carlier y col., 1988), guienes han descrito que
dos compuestos fluorados, el AIF4_ y-BeF3—, se comportan
como analegos de Py y son capaces de desplazarlo de su sitio
de unién en la tubulina ubicada en los extremos de los
‘microtdbulos, forméndose los complejos tubulina—GDP—BeF3" o
tubulina—GDP—AlF4_, segun sea el caso. l.a afinidad QE estos
compuestos por el sitio de unién del fosfato en la ;ubulina
es 3 veces mayor que la afinidad del Py (Carlier y col.,

1988). Considerando lc anterior, si la hipétesis propuesta

. X ) ) 2+
en esta tesis es corregta, vale decir si la wunidén de Ca a

la tubulina del extremo de los microtdbulos induce 1a
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liberacién del P, y con ello la desestabilizacién de los
microtubulos, se esperaria que los microtubulos que
contienen en sus extremos los andalogos fluorados fueran
menos sensibles al efecto despolimerizante de calcio. La
figura 11 muestra el efecto de distintas concentraciones de
calcio sobre microtubulos control y sobre microtdbulos que
contienen en sus extremos tubulina—GDP—QlF4_. En
microtubulos control el porcentaje de despolimerizacidn
maximo (90%) se logré con concentraciones de CaZ+ iguales o
superiores a 0,5 mM. En tanto gue en microtubulos incubados
con Q1F4‘, con esta concentracién de Ca2+ solamente se
obtuvo alrededor de un 15% de despolimerizacién. Se concluye
que los microtubulos en donde el P; ha sido reemplazado por
su analogo estructural A1F4_, son considerablemente menos
afectados por CaZ+ que los microtubulos control.

Los resultados mostrados permiten concluir que existe
una estrecha relacién entre la hidrdélisis de GTP y el
mecanismo de regulacién de la polimerizacidén de tubulina por
Ca2+. Como se discute en detalle en la seccién Discusion,
esta vrelacidén se debe a gque al unir Ca2+ con alta afinidad
la tubulina sufre un cambic conformacional, gque determina la
presencia de un estado conformacional distinte, que se
caracteriza por ser incapaz de formar microtubulos y por ser
muy activo en la hidrélisis de GTP. Con el propésito de
investigar la naturaleza del cambio estructural provocaao
por la wunién de calcio, se procedid¢ a estudiar las
caracteristicas moleculares de los sitios de unidn de Ca2+

en la tubulina.
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CARACTERIZACION DE LOS SITIOS

DE UNION DE CALCID EN LA TUBULINA

Unién de Ca’® a la tubulina.

Como-'se explics en la Introduccién, en la literatura
gxisten resultados conﬁ;adictorios céh respecto al numerc de
sitios de unién de alta afinidad de CaZt en la tubulina. Por
una parte Solomon (1977) y Mejillano y Himes (1991) senalan
que habria un sitio de alta afinidad por cada molécula de
tubul ina, mientfgﬁ”ﬁue otros {(Serranc Y col., 198B6; Grisham
y col., 1980) han descrito que estos sitios seéian dos. Para
clarificar este punto se realizaron exper?mentos de
titulacidn de tubulina con el isdétopo radiactivo 45032+.

La figura 12 muestra los resultados de 1la titulacidén
con Ca2+, utilizando 21 procedimiento de microparticén en
membranas de Amicon, como se describe en Metodos. Este
metodo consiste en filtrar la muestra a través de membranas
gue tienen un tamafo de poro adecuado para excluir moléculas
de masa molecular superior a 10.000 Da, de manera que soclo
los 1icnes libres seran colectados en el eluido de 1la
centrifugacién. Los resultados mostrades en la figura 12,
-que corresponden a experimentos realizados con varias
preparaciones de-tubulina, sugieren que Cazf se uniria‘ al
menos a _dos tipos de sitios en la molecula de tubulina, los

cuales difieren en su afinidad por ella. Esto se observa mas

claramente al graficar los resultados mediante una

transformacién conocida como grafica de Scatchard (Fig. 13).
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- Figura 11. Efecto de la concentracién de Caz+ sobre 1la
despolimerizacién de microtadbulos incubados con AlF4 , un
analege estructural de P;. Dos muestras de tubulina (2,7
mg/ml) en amortiguador de pelimerizacidén fueron inducidas a
polimerizar aumentando la temperatura desde 0 a 37 °C.
Después ‘de 20 min, AIF4q (NaF 2 mM, Al(NO3z)3 10 M) fue

anadida "~ a una de las muestras 'y amortiguador -~ de
pelimerizacidn a 1la o ra. lLuego, se agregaron diferentes
concentraciones de Ca™ a alicuotas de 0,7 . ml de cada

-muestra y después de S5 min la absorbancia fue registrada a
350 nm. El porcentaje de despolimerizacién fue obtenido como
s describe en 1la figura 8C. - .




46

<h
1

o

I~
|

N
I

Ca2* unido /tubulina, Razdn molar

0 I 1 I I I

-4.6 ~4.2 -3.8 3.4 -3.0 -2.6
log Ca2+libre
Figura 12: Curva de saturacidén de la tubulina con CaZ+,
determinada por el método de ultrafiltracién. Tubulina (¢1,2

mg/ml) en amortiguador PIPES 50 mM, pH 6,0, se incubé con
distintas” concentracégneé de Callo por 135 min a 25 °C. La

concentracién de Ca libre se determin¢ midjendo la
radiactividad del eluido y la concentracidn de Ca unido se
ca&guld mediante diferencia entre la concentracién, de
Ca total y del Ca~ 1libre. -
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Figura 13: Grafica de Scatchard para 1los resultados

mostrados en la figura 12. La recta que se dibuja

corresponden a las lineas de regresién.



Con wun programa de ajuste computacional se estimé que
habrian 1,83 % 0,26 sitios de unién de alta afinidad por
molécula de tubulina, los cuales presentan una constante de
disociacién de 2,7 + 1,1 x 10_5 My un coeficiente de Hill
de 1,42 +*+ 0,07, y 10,2 * 2,9 sitios de wunidén de baja
afinidad (Kd = 1,54 t 0,41 x 10—3 M). Es decir estos
resul tados concuerdan con aguellos gue mostraban la
existencia de 2 sitios de unidén de alta afinidad para C32+
en la molécula de tubulina. Por otra parte estos resultados
indican que la unidén de calcio a los sitios de alta afinidad
presentaria cooperatividad positiva.

La tabla II muestra la comparacién entre los
parametros de wunidén y de ajuste obtenidos al ajustar los
resul tados experimentales a una curva de saturacidn
sigmoidea (con cooperatividad positiva, vale decir indice de
Hill mayor gue 1,0) o a una curva de saturacién hiperbélica
(sin cooperatividad, es decir con indice de Hill igual a
1,0)., Los parametros de unidén obtenidos considerando un
indice de Hill igual a 1,0, presentan un error estandar
alto, productos del ajuste computacional. El porcentaje de
error para los parametros ajustados considerando un indice
de Hill igual a 1,0, wvaria entre 47 y 88%, en tanto que
este porcentaje para los parametros obtenidos utilizando un
indice de Hill igual a 1,42, varia entre 14 y 40%. El error
estandar asociado a:.los parametrou de unidén, es uno de los
criterios gue se utiliza para discriminar entre dos ajustes

posibles a los mismos datos. Por esta razén, se concluye gue

los resultados se ajustan mejor a una curva sigmoidea para
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Tabla II. Comparacidén de los valores de los pardmetros de
unién y de ajuste obtenidos al ajustar los puntos experimentales
a curvas con o sin cooperatividad positiva .

CBN COOPERATIVIDAD SIN COCOPERATIVIDAD

Parametro valor error % de d valor error % de
estandar error estandar error

nl 1,83 0,26 14,2 2,09 1,84 88,0
n2 10,2 2,90 _ 28,4 9,13 4,31 47,2
Kdi (uMd 27,6 £1,10 40,2 870, 0 652, 4 75,6’
Kd2 (mM) 1,5% 0.41 26,6 1,14 0,73 64,1

s

& La unidén de calcio & tubulina fue estudiada como se describe

en la tabla 1III, utilizando el métedo de microparticién en
membranas YMT. Los parametros de unidn fueron obtenidos mediante
ajuste computacional a 1los puntos experimentales, usande el
programa ENIFITTER. Los datos que se muestran en la parte
izquierda de 1l1a tabla (CON COCPERATIVIDAD), se cbtuviercn
ajustando 1los puntos a una ecuacidn que considera un indice de
Hill igual a 1,42 y los datos gue se muestran en la parte derecha
de la tabla (SIN COOPERATIVIDAD), se obtuvieron ajustando & una
ecuacidén con indice de Hill igual a 1,0,

nt ¥y n2, corresponden al numerc de sitios de unién de C32+ de
alta y de baja afinidad afinidad, respectivamente. Kdl y Kd2,
corresponden azias constantes de disociacidén aparentes para la
unioén de Ca a los sitics de alta vy baja aftfinidad,
respectivamente. ,

El error estandar mostrado corresponde al alejamiento de los
puntos experimentales con la curva tedérica.

d

C

El % de error se obtuvo multiplicando el error estandar por
100 y dividiendo por el valor del respectivo pardmetro.
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la unidén de Ca2 a los sitios de alta afinidad. Esta

conclusidén es reforzada utilizando la prueba del cuecciente

de la suma de los primercs y de los dltimos residuales
elevados al cuadrado (Endrenyi y Kwong, 1981). Esta prueba .
mide el alejamiento de los puntos éxpgrimentales de la-curva
tedrica. El significado estadistico del valor calculado para
este cuociente puede ser evaluado, en un nivel de
probabil idad determinadoc, compaféndolo con los valores de la
distribucioéon F, con el mismo numero de grados de 1libertad
qu; el numero de _puntos utilizado; para calcular | el.
cuociente. El cuociente calculado, considerando los primeros
y los Gltimos cuatro residuales, fue de 40,4 y 76,9 para el
ajuste a una curva sigmoidea e hiperbdélica, respectivamente.
Comparando con los valores de la distribucidén F, se concluye
que los resultados se ajustan a una curva sigmoidea para la
unién de Ca2+ con alta afinidad, con una probabilidad mayor
que 0,83,

Estos resultados indican gue la unién de C32+ a los
sitios de alta afinidad, seria cooperativa. Esto no habia
sido descrito anteriormente, de modo que para descartar
errores experimentales debidos al método utilizade en =1a
titulacién, se decidié repetir lgs'éxperimentos utilizando
un meétodo éltérnativo, Que separa a los-;a%iones libres de
los _cationes unidos mediante un principic distintse. El
método que se escegié fue el descrito en el afo 1977 por

Penefsky (para detalles del procedimiento experimental, ver

| "Métodos"), Qque se basa en filtrar la muestra a traves de

O




una mini columna empacada con Sephadex G 25. Los iones
libres interactuan con las esferas de Sephadex siendo
retenidos por la columna, mientras que los iones unidos a la
macromolécula son colectados en el eluido de la columna. La
figura 14 muestra los resultados encontrados al titular
tubulina con 45Ca2+ mediante este procedimiento. La tabla
III muestra los valores de los pardmetros de unién de calcio
a la tubulina obtenidos por ambos métodos. De los resultados
obtenidos se concluye que el i16n Ca2+ interactuaria
cooperativamente con aproximadamente dos sitios de unién de

alta afinidad en la molécula de tubulina y alrededor de 10

sitios de baja afinidad.

Influencia de Ca2+ sobre la formacién de agregados de
tubul ina.

La unién de ciertos ligandos es capaz de inducir 1la
agregacién de la proteina. En este caso las curvas de
saturacién muestran la forma tipica de una conducta de unién
gue presenta cooperatividad positiva o negativa, aungue la
unién del ligando se produzca a sitios independientes y no
interactuantes. Esta aparente cooperatividad es debida a la
agregacidén de la proteina y ha sido descrita en detalle por
Timasheff y col. (1991).

Con el propésito de investigar si calcio es capaz de
inducir la agregacién de la tubulina bajo las condiciones
empleadas en los experimentos y por esto introducir una
cooperatividad artificial en la unién del catidén, se evalud

el efecto de diversas concentraciones de calcio socbre la
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Figura 14: Curva de saturacidén de la tubulina con Ca2+

cbtenida a traves del método de Penefsky. La tubulina (2,0
mg/ml) en amortiguador PIPES 30 mM pH §,0, se incubé con
diferentes concentracienes de Calls por 13 min a 25 °C.
Enseguida se separaron los iones unidos a tubulina mediante
filtracién en mini columnas de Sephadex G 25 y se midié la
radiactividad del eluido. La concentraciér de Ca“ -libre fue
determinada come la diferencia entre la radiactividad total
y la del complejo Ca” —tubulina una vez separado el calcio
libre. - -
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Tabla III. Parametros de unién de Ca2+ a los sitios de alta
afinidad en ala tubulina obtenidos a través de dos métodos
alternativos .

Namero Kd Indice
Método de sitios (M de Hill
Microparticiémn 1,83 % 0,26 2,76 £ 1,11 x 10_5 1,42 + 0,07
Filtracién 2,96 t 0,54 1,98 t 90,65 % 10'—5 1,44 + 0,05

e La unidén de calcio a tubulina fue estudiada como se deiiribe

en Métodos, es decir usando el isdétopo radiactivo de Ca
separando los 1iones no unidos a proteina por el metodo de
filtracién en minicolumnas descrito por Penefski (1977) o el
método de ultrafiltracién en membranas YMT, utilizando el sistema
de microparticién MPS-1 de Amicon. Los pardmetros de unidén fueron
ocbtenidos mediante ajuste computacional a los puntos
experimentales, usando el programa ENZFITTER y el error estandar
mostrado corresponde al alejamiento de dichos puntos con la curva
tedrica.
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aparicidén de agregados de tubulina. El experimento consistid
en incubar tubulina con distintas concentraciones de calcio
por 13 min & 25 °C. Enseguida se procedid a separar 1la
tubulina de 1los eventuales agregados, para lo cual se
utilizaron dos métodos alternativos: ultracentrifugacidén a

120.000 x g por 40 min (tabla IV} gue pe;mite la separacidn

de agregados . amor fos de masa moclecular mayor que
aproximadamente 10.000 kDa y filtraciénm en una columna de
Fractogel TSK HW 55 que excluye moléculas de masa molecular
mayor de 300 kba (Fig. 15). Los resultados presentados en la

tabla IV muestran que hasta una concentracién de Ca2+ de 2

mM, la concentracién=de la proteina en el ligquido
sobrenadante de la centrifugacidén permanecié constante,
dentro del error experimental. Para analizar la posible

induccién de agregados de menor masa molecular, se filtraron

. . . . 24
dos muestras idénticas en presencia y en ausencia de Ca”™ , a

traves de Fractogel T8K HW 55. La figura 15 muestra gque los

perfiles de elucién obtenidos en presencia y en ausencia de

2+ .
Ca 0,1 mM, donde se encuentran saturados aproximadamente

el 60% de los sitios de alta afinidad, fuerocn idénticos. La
aparicion del peqgquero pico (64) en el volumen de exclusién

de la columna se atribuye a la manipulacién de la muestra en

ausencia de GTP y glicerol, pues tanto -en presencia como en

, 2+ . .
ausencia de Ca este pico esta presente y no wvaria. Los

resultados de ambos experimentos sugieren-que la saturacién

+
con Ca2 de 1los sitios de alta afinidad no induce 1la

formacidén de agregades detectables por alguno de los

metodos sefalados.
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Tubulina, mg/ml

Volumen de elucion,ml

Figura 13. Perfil de elucién de tubulina desde una
columna de Fractoge£+ TSK HW 55 en ausencia (®) o en
presencia (© ) de Ca~ . Tubulina, libre de agregados, fue

concentrada mediante centrifugacién en el Sistema de
Microparticidén Amicon MPS—1 hasta lograr una concentracién
de 5,0 mg/ml. Enseguida la muestra se separé¢ en dos

alicuotas de 0,3 ml, una de las cuales . fue incubada en
presencia de CaCl, 0,1 mM y la otra en un volumen igual de
amortiguador PIPES 50 mM, pH 6,0, por 15 min a 25°C.
Enseguida ambas muestras fueron filtradas a través de dos
columnas iguales (0,B x 25 cm) empacadas con Fractogel TSK
HW 55 y equilibradas con amortiguador PIPES 50 mM, pH 6,0,
con o sin CaCl, 0,1 mM, segun si la muestra fue incubada con
o sin el catién, respectivamente. Se colectaron fracciones
de 0,6 ml cada una y se determiné 1la concentracién de
tubulina como se describe en Métodos.
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Tabla 1IV. Efecto de la concentracidn de Ca2+ sobre la
formacién de agregados de tubulina.

C32+ total tubulina en el sobrenadante
(mM) (mg/ml)
0,0 1,09
0,2 1,03
0,5 0,98
1,0 1,08
2,0 1,12

Tubulina libre de agregados en amortiguador C,
se incubdé por 15 min a 37 °C en presencia de
las concentraciones de calcio indicadas en la
tabla y enseguida se centrifugé cada muestra
a 120.000 x g por 40 min, en wuna centrifuga
impulsada por aire Beckman. La concentracién
de tubulina del 1liquido sobrenadante fue
determinada como se indica en la seccién
Metodos.




Con el fin de analizar si la cooperatividad positiva
encontrada en la wunidén de calcio a la tubulina es
dependiente de la concentracién de proteina, se estudid¢ el
efecto de diferentes concentraciones de tubulina sobre el
coeficiente de Hill de la unidén de Ca2+ a los sitios de alta
afinidad. La tabla V muestra los resultados obtenidos en
un experimente en el cual se titularon soluciones de
tubulina de diferente concentracién con dos concentraciones
de calcio, por el método de ultrafiltracién en membranas de
Amicon. El1 indice de Hill fue calculado utilizande en la
ecuacién 2 los valores conocidos de la concentracidén de
calcio (Cqy y C2), y el valor de la constante de disociacién
aparente (Kg), y los valores determinados experimentalmente
de la unién de calcio para cada condicién (01 Y 02).

De acuerdo a la ecuacién, definida en Metodos, vy
considerando solo los sitios de alta afinidad, la razén de

2+

unién para dos concentraciones diferentes de Ca , a una

concentracién fija de tubulina, gqueda expresada de 1la

siguiente forma:

= =mmmemaTes U (Ecuacidén 22
Vo (Kg + [C11 ) [Cp]

Los resultados mostrados en la tabla IV indican que el
coeficiente de Hill y por tanto la conducta cooperativa de
la unidén de calcio a la tubulina, no fue afectada por la

concentracidén de proteina.
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Tabla V. Efecto de la concentracién_de tubulina sobre
el coeficiente de Hill para la unién de Ca a los sitios de
alta afinidad en la tubulina.

Concentracidén de tubulina Indice de Hill
(mg/ml)
0,5 1,42
1,0 1,45
2,0 1,44
3,0 1,44
a

La titulacidén de tubulina con calcio fue
realizada a través del sistema de microparticién
MPS5—-1 Amicon, como se describe en 1la secciédn
Meétodos.
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Los resultados mostrados en las tablas IVy VYV y en la
figura 15, sugieren gque la cooperatividad positiva obtenida
en los estudios de unién de calcio a la tubulina no es

producto de la agregacion de la proteina.

+ .
Correlacién entre 1la unién de Caz a los sitios de -alta

afinidad y la inhibicién de la polimefizacidn.

De los resultados de la unidén de calcio a la tubulina,

se concluye que existen aproximadamente 2 sitics de alta

+
afinidad y entre 9 a 10 sitios de baja afinidad para Ca2

por cada molécula de tubulina. Surge, entonces, la pregunta

icudles de estos sitios son los responsables del efecto
inhibidor de calcio sobre la polimerizacidn de la tubulina?.
Para responder esta pregunta, se estudi¢ la dependencia de
la inhibicién de la pelimerizacidn y de la unién de Ca2+ con
respecto a la concentracién del ién.

La tabla VI muestra los valores de la concentracidén de
Ca2+, necesarios para lograr la semisaturacidén (KO,S) de
distintas funciones de la tubulina afectadas por el ién. Al

comparar estos valores, se puede concluir que la induccién

de la actividad GTPasica ¥y 1a inhibicidén de la

polimerizacién de la tubulina por calcio, ccurren por :la

unidén del catidén a 1los siticos de alta afinidad de la

tubul ina, principalmente. El valor mas pefjuefrc de Kg,5 Para

el proceso de despolimerizacidén de los microtubulos, sugiere

que '1a tubulina tiene mayor afinidad por C32+ cuando esta

incorporada a los microtdbulos gque cuando ella se encuentra

libre en =solucidén.
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Tabla VI. Constantes de semisaturacién para distintas
funciones de calcic en 1a tubulina.

B 4

FUNCION Ko,5 (x 107 M)
Unién a sitios de alta afinidad 5,5+ 2,8
Unidn a sitios de baja afinidad - 19,8 £ 5,5
Inhibicién de la polimerizacidén e 6,2 + 0,3 -
Despolimerizacién de microtﬁbul&g 0,9 * 0,015 -
Induccién de la actividad GTPasica 4,7 * 1,2

? Los valores de KO,S para la unién de Ca2+ a los sitios de
alta y baja afinidad fueron obtenidos de 1los resultados
de?gﬁitos en las Tablas II y III, considerando que KO,S =
Kd -~ Los valores de la constante para 1a inhibicién de 1la
polimerizacién de la tubulina, despolimerizacién de 1los
miﬁiotﬁbulos y estimulacién de la hidrélisis del GTP por

Ca fueron obtenidos desde los resultados descritos en 1a
figura B.
b

: 2+ .
Kg,5 corresponde a la concentracidén de Ca necesaria para
alcanzar el 50 % de la saturacidén de cada funcién.




+
Efecto de 1a unién de Ca2 sobre 1la conformacién de 1la
tubul ina.
. . . 2+ ;o
La influencia de la unién de Ca a los sitios de alta
afinidad sobre la conformacién de la tubulina, se determiné

mediante espectroscopia ultravicleta diferencial de la

2+

tubulina en presencia de diferentes concentraciones de Ca ’

siguiendo el método descrito por Andreu y Timasheff (1982).
La figura 16 muestra el espectro UV diferencial de la

; ; - : . 2+
tubulina en presencia de distintas concentraciones de Ca“ .

Los datos indican gque C32+ altera el espectro de 1la
tubulina, alrededor de 290 nm, regién donde absorben energia
los residuos de los aminocdcidos tirosina y principalmente
triptofano. La alteracién espectral consiste en un aumento
de la intensidad de la sedal y un corrimiento hacia el azul
en el maximo de absorcién, el cual fue proporcional a la
concentracién de calcio. Este tipo de alteracién espectral,
normalmente se asocia con un desplazamiento de uno o mas de
los croméforos hacia ambientes mas polares.

La perturbacién del espectro UV de 1la tubulina es
debida a la unién de Ca2+ a los sitios de alta afinidad,
pues el efecto ocurre a las concentraciocnes donde el catidén
se une a estos sitios (ver recuadro de la figura 16). El
valor de K0’5 en este caso fue de 0,8 x 10_4 M, que resulta
ser 7 veces menor que el valor de KO,S para la unién de Ca‘?+
a los sitios de alta afinidad (ver tabla vI), A

. 2+ o :
concentraciones de Ca saturantes para los sitios de unién

de alta afinidad y en donde el catién se uniria a los sitios
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Figura 16. Esgspectros ultravioleta diferencial zge
tubulina en presencia de diferentes concentraciones de Ca™ .
Se incubé - tubulina (3,5 mg/ml), libre de agregados, en
amortiguador PIPES 50 @mM, pH 6,0, por 13 min a 25°C en
augencia y en presencia de diferentes concentraciones de
Ca y luego se registrdé el espectro UV entre 250 y 360 nm.
La figura muestra los espectros diferenciales obfenégos al
restar al espectro de la tubulina en ausencia de Ca , los
espectros de laltubuﬁina en presencia de las siguientes
concentraciones de Ca : 0,00 mM (linea 5); 0,1 mM (linea

4); 0,2 mM (linea 3); 0,3 mM (linea 2); 2,0 mM (linea 1).

En el recuadro se muestra la relacién entre la absorbancia a
290 nm obtenida en_, cada espectro diferencial y la
concentraciodn de Ca total wutilizada para medir el
espectro.
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de baja afinidad, no es posible apreciar perturbacién
adicional del espectro UV (Fig. 16, linea 1 y recuadre Fig.
163.

Para analizar si 1la perturbacién del espectro UV
provocada por Ca2+ fue especifica, se agregé a una solucidén
-de tubulina .idéntica a la usada para los - experimentos con
Cag+, volamenes- iguales de amortiguador, no lograndose

apreciar ningdn tipo de perturbacién del espectro UV de 1la

tubulina (no mostrado). Este resultado indica que la
variacién del espectro de tubulina en presencia de Ca2+ no
. . . 54

fue debida a simple dilucidén por la adicién de Ca™ .
Experimentos prelim{gares de apagamiento por acrilamida
de la fluorescencia intrinseca de la tubulina en presencia y
en ausencia de Cazy; apoyan la hipétesis de que la unién de
este catidn induce un cambio conformaciocnal en la tubulina.
El experimento consistid en medir el efecto de diferentes
concentraciones de acrilamida sobre la emisidén de
fluorescencia de la tubulina a 336 nm, excitando a 290 nm,
en presencia y en ausencia de Ca2+ 2 mM (Rodriguez vy
Monasterioc, comunicacidén persocnall. Al graficar la magnitud
de 1la fluorescencia en funcién de la concentracisén del
apagador, se pudo observar gue, tantoc en presencia como en

. 2+ c , .
ausencia de Ca” , la emisién de Tluorescencia es

inversamente proporcional a la concentracién de acrilamida.
Sin embargo, la pendiente de las fectas en estas dos
2+

- - - Ll = - L] >
condiciones f{con ¥y sin Ca J, es diferente, lo cual indica

: . : 2+
que la tubulins en presencia y en ausencia de Ca responde

de manera distinta al apagamiento por acrilamida. Lo
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anterior sugiere que la conformacién de la tubulina es

+
diferente en presencia de Ca2 .

Sondas analogas de Ca2+ para estudiar las caracteristicas de
los sitios de unién de Ca2+.

Los elementos del grupo de los lantdnidos han sido
usados en varios sistemas biolégicos como ana&logos de
metales bivalentes, principalmente de Ca2+ (Dwek 3%
Richards, 1971; Abbot y col., 1975; Stephen y Grisham, 1979;
Barden y Dos Remedios, 1984), pues poseen caracteristicas
fisicoquimicas similares a las de estos iones (Evans, 1983),
pero, a diferencia de ellos, algunos poseen propiedades que
los hacen utiles para estudios espectroscépicos. El objetivo
de esta parte fue investigar si alguno de 1los lantdnidos
actuaba de manera andloga a calcio en su accién sobre 1la
tubul ina.

1 Efecto de los lantanidos europio, gadolinio, necdimio vy
terbio sobre la polimerizacién de tubul ina.

Al estudiar el efecto de estos cuatro lantédnidos sobre
la inhibicién de 1la polimerizacién de tubulina, se
obtuvieron los resultaron que se muestran en la figura 17.
Gd3+ Y Nd:3+ mostraron un efecto inhibidor de la
polimerizacién muy similar a C32+. La inhibicién provocada
por estos iones fue revertida completamente con EGTA, que
actua como agente guelante. Estos resultados indican que 1la
inhibicidén es provocads por el lantdnido, pues el efecto

inhibidor de ¢&ste es abolido por EGTA. Este resultado

también indica que la estructura de la proleina no se altera
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Tiempo ( min)

Figura 17: Efecto de europio, gadolinio, neodimio vy
terbio sobre la polimerizacién de tubulina. Tubulina (2,5
mg/ml) en amortiguador A, n presencia de 1,4 mM de cada uno
de 1los lantédnidos y de Ca , se incubdé a 4 °C por 15 min.
Luego se indujo la polimerizacién aumentando la temperatura
a 37 °C y se registré la absorbancia a 350 nm en el tiempo.
Donde se indica, se adicioné EGTA 2 mM o CaCl; 1 mM. (e )

tubulin incubada con amortiguador, (a) ubulina incubada
con Ca  , (o) ggbulina incubada con Tb™ , (m tubul ina
incubada con Eu~ , (a)_tubulina incubada con Nd y (@)

) . S+
tubulina incubada con Gd &
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en forma irreversible, pues se alcanzaren ;niveles de
polimerizacidén semejantes al control una ve:z complejados
los lantanidos o el calcio. Europio y terbio ostraron un
comportamiento distintc &l de gadolinio y necdimio. Eu3+
tuvo un menor efecto inhibidor gue Ca2+, g3t N63+ a las

2 : X 3+ ; .
mismas concentraciones. Tb aumenté la absorbancia & baja

temperatura, pues a tiempo ceroc se tenia]| una mayor
absorbancia que con los otros iones. Al aumentar la
temperatura & 37 °C se produjo un incrementc en la

absorbancia gque éiguié una cinética diferente a 1la del

control. Al agregar calcio hubo un aumento en la

ry

absorbancia,. lo cual es cpuesto a lo observado con los
microtdbulos, pues en presencia de Ca2+ se produce su
despolimerizacidén. La absorbancia inducida por terbio no fue
afectada, tampoco, por la disminucidén de 1la temperatura.
Estos resultadeos se pueden explicar censiderando gue Tb3+
induce 1la formacidén de anillos y agregados de estos
(Monasterio y col., 1993).

Al estudiar el efectoc de los cuatro lantdnidos scbre la
despolimerizacién de los microtdbuleos, se encontrd que sélo

2+

necdimio y gadolinio actuaban como Ca™ . La cuantificaciédn

del efecto despolimerizante de los microtibulos: de _los

distintos lantanidos en relacién a calcio, se muestra en - la

tabla VII. De estos resultados se puede concluir que. tante

+ B+
ng como Gd3 inducen la despolimerizacién de

microtdbulos, de manera similar a Ca2+. Por su parte Tb3+ N

3+ . . .
Eu~ , a estas concentraciones, no presentaron ningldn efecto
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Tabla VII: Efecto de europio, gadolinio, neodimio y
terbio sobre la despol imerizacidén de  microtdbulos
preformados. h .

‘Adiciédén % despolimerizigidn B A despolimegizacién

relativo a Ca 1 mM relativo a Ca 0,1 mM

Nada - 0 O

cazt 1,0 mM -~ 100 - - )

ca®’ 0,1 mM 12 : 100

EuST 0,1 mM 1 -

w3 0,1 mM 1 7

Ga=* 0,1 mM 13 111

Na3* 0,1 mM 9 72

Se siguié la polimerizacidén de tubulina (3,0 mg/ml)
en amortiguador A, determinando la absorbancia a 350 nm,
hasta alcanzar el estado estacionario y se agregé a
diferentes muestras cada uno de los lantdnidos o calciog, a
las concentracicnes que se indican. Luego de agregado el
catién se midié 1la disminucién de la absorbancia en el

tiempg. B
- El porcentaje de despolimerizacién corresponde a 1la
diferencia en absorbancia entre el estado estacionario en

ausencia y en presencia e cada idén, divida por la
diferencia producida por Ca 1,0 mM o 0,1 mM v multiplicada
- por 100, - T




sobre la despeolimerizacién de les microtubulos.
De estos resultados, en conjunto, se puede concluir que
neodimio y principalmente gadolinio se comportan, por leo

menos en base a un criterioc funcional, como buenos analogos

de calcio. -

2. Influencia _dquadolinio y terbio sobre la actividad
GTP4sica de tubulina.

Dade que el objetive del usec de 1los lantanideos fue
caracterizar la estructura del sitic de unién de Ca2+, se
continué caracterizando an8d3¥,como analogo de-Ca2+; pues es
un ién paramagnético a diferencia de Ng=* gue es
diamagnético. Esta propiedgs de Gd3+ hace posible determinar
distancias a ciertos nicleos de interes (como referencia
general ver Mildvan y Cohn, 1970).

A continuacidén se decidid probar si gadolinio era capaz
de asemejarse a calcio en su capacidad de inducir 1la
actividad GTPa&sica de tubulina. Como control se utilizé
terbio, el cual, como se demostré, no produce irhibicién de
la polimerizacién de la tubulina. La figura 18 muestra el

efecto de la concentracién de Gd3+ ¥ Tb3+ sobre la velocidad

de hidrélisis de GTP asociada a tubulina. Gd°', en una

concentracidén superior a 1 pM estimula 1la ac{ividad"GTPésica
de la tubulipa. Esta eétimulacién llega a &n maximo en 10 uM
decayendo - por encima de esta concentracién. Esto dltimo se
debe, probablemente, a que Gd3+ en concentracioneg schre 10

UM  induce la formacién de agregados de muy alta masa

molecular, inactivos en la hidrélisis de GTP, en estas
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Actividad GTPdsica,mmol min~'mg™'

0,0 —

0 5 |G 1S 20

Cation lantanido, M

Figura 18: Efecto de la concentracidén de Gd3+ Y Tb3+
sobre la actividad GTP&sica de tubulina. Tubulina (1,1
mg/ml) en las misma mezcla de reaccidn utilizagi en Ila
fi§¥ra 3, fue incubada a 37 °C por 20 min con Gd (e)
Th

(0, La actividad GTPIP4asica fue determinada como se
describe en Métocdos.

69




<. . 3+ .
condicicnes experimentales. El hecho gue &d reprodujera el
2+ .
efecto de Ca en concentraciones mencores era esperable
debido a gue gadolinio se une con mayor afinidad que calcio

a la tubulina. El efecto de gadolinic es especifico, pues

Tb3¢} utilizade como control, no presenté ningun tipeo de

estimulacién de la actividad GTPasica.

LLa f{figura 19 -muestra las curvas de progreso de 1la

hidrélisis de GTP preoducida por tubulina en.ausencia y en

+

presencia de Gd3 8 pM. El1 valor de la pendiente, vale decir

la velocidad inicial de hidrélisis de GTP! fue 0,022 ¥y 0,33

nmoles de: GTP hidrolizados por-mg de tubulina x min en
.

ausencia y en presencia de Gt:f:3 y respectivamente. Esto

significa que gadolinic B uM estimuldé 24 veces la actividad

GTPasica de la tubulina.

3. Unién de gadolinic a la tubulina.

Para caracterizar 1la unién del ién gadolinic a
tubulina, se aprovechd el hecho que Gd3+ 2s  un ién
paramagnetico y por lo tanto capaz de absorber energia en el
intervalo espectral de las microondas y dar una senal
observable a través de resonancia paramagneética electrédnica
(EPR). ‘'Estos estudios fueron realizados en el laboratorio
del Dr. Dtaciro Nascimento, en la Universidad de Sac Paulo,

Brasil. ; )

La figura 20 muestra el espectro de EPR de gadolinio

en ausencia y en presencia de distintas cantidades de”

tubul ina. Gadolinio da una sefal ancha alrededor de 3250

Gauss. Segun la teoria de EPR, el &rea bajo la curva en un
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Figura 19: Efecto de gadolinio sobre 1a actividad

GTP4asica. Tubulina (2,2 mg/ml) libre de agregados, en una
mezcla de reaccidén idéntica a la de la figura 35 y en un
volumen final de 0,07 ml, fue incubada a 37 °C en presencia
(¢) o ausencia (©) de GdClg B8 puM. La actividad GTPasica fue
determinada como se describe en Métodos.
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Figura 20: Espectro de EPR de gadolinio en ausencia .y
en presencia de distintas cantidades de tubulina. A una
solucidén compuesta de SO0 nmoles de GdClg se le registré el
espectro de EPR, en la regién correspondiente a la banda X
(linea 1), como se describe en Métodos. Enseguida a esta
solucidén se fueron agregando cantidades crecientes de
.tubulina y luego de incubar por S min a 25°C se registré un
espectro para cada condicién. Las cantidades de tubulina
utilizadas fueron las siguientes: 1,1 (espectro 2y, 2,2
(espectro 3, 4,4 .(espectro 4), 6,6 (espectro 5, 11
(espectro 6) y 17,6 (espectro 7).




espectro depende del numero de &tomos presentes y el ancho
de la sernal depende de un parametro gue normalmente esta
dominado por la velocidad de rotacidén del ién donde se
encuentra el electrén desapareado, de manera que mientras
mads rdapido rote el ién, maés angosta sera su se”dal en un
espectro de éPR. Si este es el caso, es esperable gue cuando
un 1én interactde con una macromolécula, su velocidad de
rotacién disminuya considerablemente y por ello el ancho de
su senal sea tan grande que practicamente se confunda con la
linea base, de manera que el espectro correspondera
solamente a los iones libres. Este fendémeno, sin embargo, no
se aprecidé para el caso de la unién de gadolinio a tubulina,
pues en este sistema el gadolinioc unido aparece dandoc una
sefal ancha observable a ma&s bajo campo qQque la senal del
gadolinio 1libre (Fig. 20), la cual es proporcional a la
cantidad de tubulina presente.

Para obtener el numero de moles de gadolinioc wunido a
tubulina, fue necesario restar, mediante un programa
computacional, al espectro de gadolinio en presencia de
tubulina el espectro de gadolinio en ausencia de tubulina.
La figura 21 muestra la relacién entre los moles de Gd3+
unido por mol de tubulina wversus el logaritmo de 1la
concentracidén de Gd3+ libre. Los puntos experimentales se
ajustaron'a una curva bifésica, indicandoc gue Gd3+ se uniria
a dos tipos de sitios con diferente afinidad. No fue
posible, mediante este metada, chtener puntos a
concentraciones mas bajas de Gd3+ libre, debido a problemas

en la determinacidén, pues hubiese sido necesaric usar
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Gd3* unido /tubulina, Razdn molar

0 | ] { [ |
-4.0 -3.8 -3.6 -3.4 -3.2 -3.0
‘ -
log Gd*"libre
Figura 21. Curva de saturagién para la unién de Gd3+ a
tubulina. A& una solucidén de Gd- -1 mM en amortiguador PIPES
S50 mM, pH 6,0, se le registré el espectro de EPR como se
describe en la seccién Metodos. Enseguida se fueron

agregando concentraciones crecientes de tubulina y previa
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incubacién de S mi§+a 25°C se midié el espectro de EPR. La -

concentracién de Gd libre se determind'restggdo, mediante
un programa computacional, al espectro de Gd en ausencia
de tubulina, los espectros obtenidos en presencia de las
diferentes concentraciones de tubul ina.




concentraciones demasiado elevadas de tubulina, las cuales
no son posibles de obtener. La falta de puntos en la parte
inicial de la curva afectaria principalmente al valor
obtenido para el coeficiente de Hill y en menor grado a la
constante de disociacidn aparehte, pero no el numero de
sitios de unién del lantanido en la tubulina.

Los resultados indican que habria 2 sitios de alta
afinidad (Kg en el orden de 10_6 MJ, que presentaron
cooperatividad positiva en la unién y alrededor de 9 sitios
de baja afinidad (Kgy en el orden de 10-4 M). Estos
resul tados son muy similares a los obtenidos en la
titulacidén con calcio (ver tabla VIII), excepto que las
constantes de disociacién aparentes son menores para el
lantanido, es decir Gd3+ se uniria mas fuertemente a la
tubulina gque calcio. Esto uUltimo, sin embargo, es explicable
debido a 1la ¢trivalencia de 1los 1iones lantdanidos, pues
presentan wuna vrelacidén carga/volumen mucho mayor que los
iones bivalentes a quienes reemplazan y por ello normalmente
se unen con mayor afinidad a los sitios de unién (Evans,
19835 .

Para precisar el lugar de unién del lantdnido en 1la
tubulina, se analizé, a través de EPR, el desplazamiento de
Gd3+ por -C32+ como una manera adicional de comprobar que
ambos iones se estuvieran uniendo al mismo sitio en la
tubulina. La figura 22 muestra la relacién entre los moles
de Gd3+ unido por mol de tubulina y 1la razén molar

Ca2+/8d3+. A medida que esta razén aumenta, la unidén de
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Tabla VIII. Valores para la constante de disociacién
aparente (Kg), 2+el nﬁggro de sitios (n) y coeficiente de

Hill (h) para Ca”' y Gd~ determinado por diferentes métodos®.
I1én ni Kd1 hq no Kgz ho
(pMd (M
2+
Ca 1,83 27,6 1,42 10,2 1540,0 1,04
o 2,27 s,7 1,50 9,8 630, 4 1,12

+
= Los valores de los parametros de unién para Ca2 fueron

determinados por el método de ultrafiltracién en membranas
de Amicon y para Gd los valores fueron obtenidos mediante
Eitulacibn con tubulina de la serdal de EPR de gadolinio.

nyy Kgi1 ¥ ho corresponden a los parametros de unidén para
los sitios de alta afinidad y np, Kq2 y ho representan los
valores para los sitios de baja afinidad, definidos en 1la
ecuacién 1.
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Gd3* unido /tubulina

Ca?*/Gd>*, razon molar

o4 Figura 22. Desplazamiento de Gd:3+ unido a tubulina por
Ca” . Tubulina (55 pM) se incubé en amor liguador PIPES S50 mM
pH 6,0 con una concentracién fija de gadolinio (0,75 aM),
por 35 min a 25 °C. Enseguida se tomé un espectro de EPR vy
luego se agregaron cantidades crecientes de calcio, segun se
indica en 1la tabla y despues de 5 min de incubacién se

volvié a registrar el espectro de EPR a 77 °K. Los moles de
gadolinio wunido se determinaron como se describe en el
texto.




+
gadolinio a tubulina disminuye, lo que indica gue Ca2 es

+
capaz de desplazar a Gd3 desde su sitio de unidén en la
tubulina. Este desplazamiento sigue una conducta bifdsica.
. 2+ . : 3+ .
En la primera fase, Ca desplazaria a los iocnes Gd unidos
a los sitios de baja afinidad en la tubulina y en la segunda
fase desplazaria a Gd3+ unido a los sitios de alta afinidad.
L 2+ 3+
Este resultado indica gue €Ca y &d comparten tanto 1los

sitios de alta como de baja afinidad en 1la tubulina. Al

prolongar 1la linea vrecta de la segunda fase hacia la

+
ordenada, se obtuve un valor de 2 moles de GcI:3 unidoe por

-~

mol de tubulina. Este valor corresponde al desplazamiento de
los iones unidos & los sitios de alta afinidad. Esto
comprueba gue existen dos sitios de unidén de alta afinidad
para gadolinic y serian los mismos que ocupa calcio en la
molécula de tubulina.

En conclusiodn, Gd3+ es una sonda paramagneética andloga

de calcio, la cual permitira estudiar la estructura de los

sitios de unidén de Ca2+ en la tubulina.

4. Efectoc de Gd3+ sobre el espectro de 1H—NMR de tubulina y
de los péptidos carboxilo—terminales.
Con el propésite de ' investigar las caracteristicas

estructurales de los sitios de unidén de alta afinidad para

calcio en- la molécula de tubulina, se ha comenzado -a
realizar estudios de NMR de protones. ;
Para una mayor comprensién de los estudios de 1la

influencia de sondas paramagneéticas sobre el espectro de

Resconancia Magnética Nuclear, haremos una breve revisién de
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la teoria al respecto.

La adicién de iones paramagnéticos a wuna solucidén
usualmente tiene profundos efectos en el espectro de NMR de
tanto el soluto como el solvente, los cuales se manifiestan
como grandes corrimientos y significativos ensanchamientos
de las lineas espectrales. Ambos efectos refledjan la
respuesta del dipolo nuclear al campo magnetico local
producido por el spin del electrén desapareado. Puesto que
la relacién carga/masa para el electrén es 1836 veces mas
grande que para el protén, el momento dipolar magnetico del
electrén y el campo magnético asociado a &l son mas grandes
por el mismo factor gque el momento y el campo del protén.
Por dicha razén los efectos provocados por iones
paramagnéticos son facilmente medibles. Ademas, debido a gue
la magnitud del campo magnético que afecta al nucleo,
depende tanto de la distancia entre el nucleo y el electrén
como del &ngulo que se forma entre los momentos dipolares
electrénicos y nucleares, es posible obtener informacién
geométrica a partir de las perturbaciones espectrales
producidas por el ién paramagnetico (Para un mayor detalle
de la teoria general de perturbaciones paramagneticas,
consultar Mildvam y Cohii, 1970).

La figura 23 muestra un espectro de 1H—NMR a 300
MHz de 1la preparacién de tubulina de cerebro de pollo,

equilibrada a través de filtracién en Sephadex G-25, en

amortiguador bicarbonatc. Los agregados de tubulina vy los

metales pesados fueron removidos por centrifugacidén a alta

velocidad y filtracidén a través de una columna de Chelex
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Figura 23. Espectro de 1H—§QR para la tubulina en
ausencia (A) y en presencia de Gd S0 puM (B). El espectro
de tubulina (22 mg/ml) eqgquilibrada en amort iguador
bicarbonato (NaHCO3 10 mM, pH 6,3, MgCl, 0,5 mM y 20 7 de
D>0), libre de agregados y metales pesados fue registrado
“bajo las condiciones que se describen en Métodos. E1 namerc

de registros promediados en

ambos casos fue de 1000.
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100.

La adjudicacién de los picos en el espectro se hizo
comparando la posicién de ellos, con la posicién en que dan
senales los protones de los distintos aminoacidos en
diversas proteinas, lo gue se explica en mas detalle en el
anexo I. En la regién alifética del espectro, entre 0,5 vy
3,0 ppm, gue se muestra en la figura 23R, se aprecian al
menos 7 senales separadas y en la regién aromatica, entre 6
y 9 ppm, se observan al menos 4 picos separados. Es posible
apreciar también, a alrededor de 4,6 ppm, la ser”ral intensa
de los protones del agua y a mas alto campo (alrededor de
3,5 ppm), un grupo de senales gque por su intensidad es
dificil identificarlas como pertenecientes a la tubulina.
En 1la figura 23B se muestra la influencia de la sonda
paramagnetica gadolinio sobre el espectro de NMR de
tubulina. La comparacién de ambos espectros, muestra gque no
se producen corrimientos quimicos, pero si hay una
disminucién del area de la senal gue aparece en 8,3 ppm y de
casi todas las serales de la regién alifatica del espectro.
El analisis del efecto de gadolinio se hace dificil, pues
ocurre ensanchamiento en mas de una sefal y cada una de
estas a su vez puede provenir de protones de aminoacidos con
diferente localizacién dentro de la proteina. Por esto, se
procedid a analizar por medio de NMR los peptidos carboxilo-
terminales de tubulina, obtenidos a partir de una digestidn
controlada con subtilisina. A primera vista estos péptidos

son ideales para un estudio de sus protones por NMR, pues
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presentan wuna baja proporcidén de residuos aromaticos y en
general solamente contienen alrededor de 30 aminocacidos.

La figura 24 muestra un espectro de NMR de protones
para la preparacién de peptidos carboxilo-terminales de
tubulina digerida con subtilisina unida a Agarose,
purificados por el meétodo 2. En el espectro se observan
senales tanto en la regidén alifatica como aromatica. Para el
andlisis espectral se tomaran zonas del espectro con mayor
amplificacién, las cuales seran analizadas a continuacidén.

La figura 25 muestra mas detalladamente la regiébn
alifdtica del espectro, vale decir la zona en que aparecen
las seRales correspondienles a los protones asociados con
grupos metilos y metilenos. Con el propésito de asignar las
senales se establecié una comparacién con los espectros de
los aminod&cidos individuales, como se explica detalladamente
en el anexo I. Es asi como es posible identificar la sefral
centrada en aproximadamente 0,9 ppm como derivada de los
protones wunidos al carbono T de los aminocacidos leucina vy
valina. Por su parte los protones unidos al carbono f de los
residuos de acido glutamico y glutamina aparecen como un
multiplete centrado en 2,0 ppm y los protones unidos al
carbono T de estos mismos residuos de aminodcidos aparecen
en 2,25 ppm. Entre 3,2 yv 4,5 ppm se observan varias seRales
dificiles de asignar debido, por una parte, a que aparecen
muy Juntas ; a que en esta regién del campo magnético
absorben energia los protones unidos al carbono o de los
distintos amincéacidos. Para asignar las serales en este caso

se hace necesaria la aplicacién de otros procedimientos como
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Figura 24. Espectro de 1H—NMR de los peptidos

carboxilo—terminales de tubulina. Péptidos de los extremos
carboxilo-terminales de tubulina en concentracién final de
0,5 mM, fueron obtenidos mediante la digestién de tubulina
con subtilisina unida a Agarose y posterior purificacién por
el metodo 2 (ver texto, seccién aislacién y caracterizacidon
de los fragmentos de tubulina que unen calcio con alta
afinidad). El1 eluido con NaCl 0,5 M fue filtrado a traves de
una columna de Chelex 100 para eliminar metales pesados y
posteriormente fue liofilizado a sequedad y resuspendido en
D>0. El1 espectro de NMR fue obtenido usando las condiciones
sefaladas en Métodos. El1 numero de registros promediados fue
de 300. La senal que aparece en 4,7 ppm corresponde a
protones procedentes de H»20.
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Figura 235, Regién alifatica del espectro de 1H—NMR de
los péptideos de los extremos carboxilo—terminales de
tubulina. La zona comprendida entre 0,5 y 4,5 ppm del
espectro mostrado en la figura 24 fue extendida para
apreciar mas claramente la posicién y forma de acoplamiento
de las lineas espectrales. -




digestiones con enzimas protecliticas de especificidad
conocida o refinadas técnicas de NMR come por ejemplo el
llamado efecto nuclear Overhauser. Sin embargo, para obtener
conclusiones acertadas con estas técnicas es necesario
dispener de péptidos puros.

Lé figura 26 muestra pérte de’ia regién aromdtica del
espectro, en donde se Pueden obsérvar las Tseﬁales
correspondientes a los prolones unidos a los carbonos 3 y S
(6,8 ppm} y 2 y 6 (7,1 ppm) del anillo aromatice del
aminodcido tirosina y los prptones del anillo arcomatico de
la fenilalanina (7,253 ppm), asignados como se establece en
el anexo I.

Con el propésito de estudiar las caracteristicas de los
sitios de unidén de alta afinidad para calcio en la tubulina,
se analizdé la influencia del ién paramagnético Gd3+, andlogo
de CaZ+, sobre el espectro de NMR de los péptidos carboxilo-—
terminales de tubulina.

La figura 27 muestra el espectro de 1H—NMR de 1los
peptidos de los extremcs carboxilo-terminales de tubulina en
presencia de GdClz 50 pM. S5i se compara este sspeciro con el
espectro de los péptidos en ausencia del ién paramagnético
(Fig. 24), se cobservan varias diferencias, tanto en el ancho
d; las sefdales como en la posicién relativa de ellas. Eétas
diferencias no son debidas a efectos de variaciones en 1la
concentracion de los péptidos o alteraciones derivadas de la

purificacidén de ellos, pues ambos espectros fueron tomados

en las mismas condiciones, utilizando la misma preparacién
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Figura
los péptidos del extremo carboxilo-terminal de tubulina. La
zona comprendida entre 5,2 y 7,7 ppm del espectro mostrado
en la figura 24 fue extendida para apreciar mas claramente

la posicidén y forma de acoplamiento de las seflales.
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26. Regién aromatica del espectro de-IH—NMR de
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Figura 27. Espectro de 1H—NMR de los péptidos de 1los
- extremos carboxilo—-terminales de tubulina en presencia de
gadelinioco. A la misma preparacidén de péptidos de tubulina
descrita en 1la figura 24, se le adicioné GdClz 30 uM, se
incubé por 15 min a 25 °C y enseguida se registré el
espectro, wutilizando las condiciones sefaladas en Métodos.

El ndmero de registros promediados fue de .300. -




de péptidos.

Las principales diferencias entre ambos espectros se
aprecian en la zona entre 3,0 y 4,5 ppm, wvale decir 1la
regidén en donde aparecen las senales procedentes del carbono
o de los distintos aminocdcidos y algunas serales derivadas
de las cadenas laterales de algunos aminodcidos como 4&cido
aspartico, asparragina, arginina, fenilalanina, serina vy
tirosina. La figura 28 muestra la comparacién de ambos
espectros en esta regién del campo magnético. La presencia
de gadolinio provoca un ensanchamiento de practicamente 1la
totalidad de las sedales, algunos picos desaparecen y se
aprecia el corrimiento gquimico de algunas senales.

¢ x 2+
Al adicionar Ca en un exceso de 20 veces scbre 1la

concentracidén de Gd3+, con el objeto de desplazar al Gd3+
desde los péptidos, no se aprecidé una mayor modificacidén de
las caracteristicas espectrales descritas para el espectro
de NMR de los péptidos en presencia de gadolinio (Fig. 29 vy
recuadro). La unica senal clara que se observa al restar el
espectro de NMR cobtenido en presencia y en ausencia de Ca2+
(recuadro de la figura 29), aparece en 4,B ppm y corresponde
al exceso de agua aradida al agregar el Ca2+. Lo anterior
indica gue Ca2+ no fue capaz de desplazar a gadolinio desde
los péptidos.

El hecho que Ca2+ fuese capaz de desplazar a Gd3+ desde
la tubulina (Fig. 22) pero no desde los péptidos carboxilo-
terminales, sugiere que las caracteristicas de unidén de

estos iones a los fragmentos de los extremos carboxiloc de

tubulina son diferentes si los fragmentos estdn incorporados

88



89

ppm

Figura 28. Comparacién entre los espectros de NMR de
los peptidos de 1los extremos carboxilg:terminales de
tubulina, en ausencia y en presencia de Gd~ . El espectro
superior corresponde a la regién comprendida entre 3,0 y 4,5
ppm del especgio mostrado en la figura 24, vale decir, en
ausencia de Gd~ , en tanto que el espectro inferior presenta
esta misma regién del espggtro mostrado en ‘la figura 27, es
decir, en presencia de Gd SO uM.
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Figura 29. Efecto de3 alcio sobre el espectro de
del complejo péptidos—Gd
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a la proteina o aislados de ella. Lo anterior podria indicar
gue la conformacidén de esta regién es alterada cuando es
separada del resto de la proteina. Esta conclusién es
reforzada por estudios, realizados en nuestro grupo,
respecto a la caracterizacidén de la interaccidén de las
regiones carboxilo—terminales de tubulina con el resto de

las cadenas polipeptidicas, mediante una sonda fluorescente

extrinseca. (Ortiz y col, 1993).
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DISCUSION

En este trabaJjo se descubridé gque la unidén de Ca2+ a 1la
tubulina induce su actividad GTPasica y que esta actividad
estd asociada a la inhibicién de la polimerizacién de 1la
tubulina y despolimerizacién de microtubulos por Ca2+. Otro
hallazgo importante fue la conducta sigmoidea de la unién de
C62+ a dos sitios de alta afinidad para el catién en 1la
tubul ina.

La influencia de la hidrdélisis del GTP en el mecanismo
de polimerizacién de la tubulina ha sido extensamente
estudiado, estableciéndose gque la hidrélisis del fosforilo T
del GTP no es necesaria para la formacién del microtubulo,
pues la polimerizacidén puede realizarse en presencia de
analogos no hidrolizables de GTP (Weisenberg y col., 1976;
Rrai y Kaziro, 1976; Purich y Mac Neal, 1978), pero dicha
reaccidén no puede iniciarse en presencia solamente de GDP
(Carlier y Panataloni, 1978). Horward y Timasheff (19B6) han
suger ido que en la despolimerizacidén de microtubulos
inducida por la disminucién de la temperatura por debajo de
los 10 °C, se formarian anillos a partir de subunidades de
tubul ina-GDP generadas directamente de protofilamentos de
microtdbulos, sin previa disociacidén en los dimeres. Otros
reportes sugieren la existencia de un equilibrioc entre dos
conformaciones de tubulina, wuna llamada recta, que se
caracteriza por ser la conformacidén que tendria la tubulina
cuando esta formando parte del microtidbulo v la otra 1lamada

curva, que seria la conformacidén que induciria la formacidén

de anillos (Melki y col. 1982). Debidec a gue las
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conformaciones antes sefaladas estarian reguladas por el
estado del nucledtido, es posible que la actividad GTPasica
inpducida por Ca2+ fuese responsable de un cambio
conformacional de 1la tubulina desde el estade recio al
curyd; perc sin agregarse en anillos. Los resul tados
-obteniﬁos en esta tesis indican que CéZ+ efectivamente
induce un cambio conformacional en la molécula de tubulina
gue provoca un cambio en las propiedades espectrales de la
tubulina en la regién WV, de manera similar a lo que ocurre
"con la droga mitética colchicina (éndreu y Timasheff, 1982).

los agentes gue inhiben la polimerizacién de tubulina y
despolimerizan los microtaﬁtlos, han sido clasificados en
dos categorias: inhibidores que actian de manera semejante a
la colchicina yv los que actdan como la vinblastina (David-
Pfeuty vy <col., 19739). Los inhibidores del +tipc de 1la
colchicina, inducen 1la actividad GTPasica de tubulina en
sclucidén no asi los inhibidores del tipo de la vinblastina.
Dentro del primer grupo de agentes se puede contar, ademas
de la colchicina, & la griseofulvina y dauvnorubicina; en
tanto gue dentro del grupco de inhibideres tipe vinblastina
se encuentran todos los vinca-alcaloides y la podofilotoxina
(David—-Pfeuty y col., 1979). En el presente trabajo, ha sido
demostrado Qque 21 idén 5iValente calcic es Eapaz de inducir
una actividad GTPa&sica de la tubulina no ascociada a 1la
reaccion de polimerizacidén. Por esto desde un punto de wvista

+
funcional C32 puede ser clasificado dentro del grupo de

inhibidores que actuan de modo similar a la droga mitética
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colchicina. Resulta, entonces, interesante discutir acerca
de la relacidn gque existe entre Ca2+ y calchicina, desde un
punto de vista estructural. Colchicina se une a tubulina de
manera practicamente irreversible y a razén de 1 mol por mol
de tubulina (Wilsom y col., 1974). Estudios de proteélisis
controlada de tubulina con tripsina (Serranoc y col., 1984c)
y de apagamiento de 1la fluorescencia de tubulina por
colchicina (Maccioni y Seeds, 1982), han permitido concluir
que el sitio de unidén para colchicina estaria entre 1los
aminocacidos 340 y 380 de la subunidad « de la tubulina. Al
remover los dltimos 40 aminocacidos de los extremos
carboxilo-terminales de tubulina, por medio de digestién
controlada con subtilisina, la colchicina vretiene su
capacidad de unirse a tubulina, pero varias propiedades del
complejo tubul ina-colchicina resultan afectadas
(Mukhopadhyay y col., 1990). Entre ellas se puede seralar el
cambio en 1la sensibilidad al pH del complejo tubulina-
colchicina, la variacién en el valor de las constantes de
velocidad de formacidén y disociacidén del complejo y la
modificacidén de las caracteristicas de estabilidad de 1la
unién frente a la temperatura (Mukhopadhyay y col., 1990 .
Estos resultados sugieren gque los extremos carboxilo-
terminales de tubulina regulan la interaccién de tubulina
con colchicina. Le anterior es muy interesante si se
considera gque los resultados de esta tesis y los resultados
informados por Serrano y col. (1986), demuestran que los
sitios de unién de alta afinidad para Ca2+ estarian en los

extremos carboxilo-terminales de 1a tubulina.
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La similitud en la dependencia de la concentracién de
Ca2+ de los procesos de inhibicién de la polimerizacidén y de
estimulacién de la actividad GTPAasica de tubulina, indica
que dichos procesos estdn estrechamente 1ligados y que

-prdbablemente son debidos a la unién de Ca2+ a los sitios de

alta afinidad, ;unQUe con los resultados presentados en esta
tesis no se puedé-descartar gue los efectos sefalados sean
debidos en parte a la saturacidén de los sitios de baja
afinidad. Los valores de Ko 5 para los procesos de
estimulaFién de 1la actividad ?TPésica, inhibicién de 1la
polimerizacidén de la tubulina y unidn a los sitios de alta
afinidad, son similares y varian entre 0?47 y 0,62 mM. Si se
considera que las concentraciocnes de Ca2+ descritas para el
citoplasma de celulas de mamiferoc varian entre 0,05 a 0,2 uM
(Campbell, 1983), surge la duda acerca de la significado de
estos resultados in vivo. Con el desarrcllo de modernas
técnicas fluorescentes para la cuantificacidén in vivo de
Ca2+, ha gquedado de manifiesto que este catién presenta
concentraciones locales, dentro de un misma célula, muy
heterogéneas, observandose gradientes espaciales y
sorprendentes oscilaciones temporales en la concentracién de
este idn, que determinan que en un lugar y en un momento
- determinado, la concentracién de caZ® alcance valores éht;e
/1000 y S0Q0 veces mas altos gue leos informados anteriormente
{(Tsien y Poenie, 19B6). Estas teécnicas de cuantifécacién del
2+

Ca internc se basan en la interaccidén especifica de este

catidn con moleculas fluorescentes gue son microinyectadas
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al citoplasma (Grynkiewicz y col., 1985). La sonda
fluorecente cambia su espectro de excitacién y emisién al
interactuar con CaZ+ y este cambio es proporcional a 1la
cantidad de complejos formados (Tsien, 1989) . Con estas
técnicas de cuantificacién del Caz+ interno se ha podide
determinar, en diversas celulas, cambios en la concentracién
de Ca2+ asociados a procesos en los cuales participa como
regulador el ién C32+. Asi por ejemplo, se ha descrito que
durante la fertilizacién de huevos de erizo de mar, la
concentracidén de Ca2+ interna sufre importantes
oscilaciones, llegando en algunos momentos a concentraciones
cercanas a 0,3 mM (Tsien y Poenie, 1986). Por otra parte, se
han descrito elevados niveles de Caz+ libre en celulas que
se desplazan hacia regiones daradas de la piel en el proceso
de inflamacién (Hahnm y ceol., 1992). Estos gradientes de Ca2+
libre han sido involucrados en el ensamblaje de la actina vy
miosina II en el frente y en la parte posterior de la célula
migratoria (Hahn y col., 1992). Mas interesante aun resultan
los gradientes en la concentracidén de Ca2+ cbservados en
celulas PtK1, asociados a ciertas etapas de la mitosis
(Tsien y Poenie, 1986). En estas células se ha descrito que
la concentracidén de Ca2+ alcanza un valor mé&ximoc en la
regidén del huso mitético durante la anafase. 5i se considera
gue durante la anafase los cromosomas se mueven hacia los
polos de la celula y que, desde hace varics afRos se ha
demostrado, que este movimientoc es dependiente de la

despolimerizacidén de los microtiubulos del huso mitético

(Inoue, 1981; Cande y col., 19Bl1), es posible proponer que
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2+
Ca Jugaria un papel importante en la regulacién del

movimiento de los cromosomas, mediando la despolimerizacidn
de 1los microtdbulos del huso mitético. Esta hipétesis es
apoyada por experimentos de microinyeccidén de Ca2+ al
citoplasma de celulas durante 1la mitosis, los cuales
resul tan en alteraciones del ciclo <celular (Ratan Yy
Shelanski, 1986). Ademas, resultados de estudios de
microinyeccién de anticuerpos contra una proteina que
participa en el transporte de Ca2+ desde los reservorios
internos, detienen la mitosis a nivel de la metafase (Ratan
y Shelanski, 1986). Ademas, en ceélulas epiteliales se ha
descrito que microtubulos no unidos al centrémero se rompen
casi instantaneamente cuando ocurre el incremento en la
concentracidén de Ca2+, a nivel de la anafase (Kaprelyants,
1988). El hecho de gque microtubulos que tienen un extremo
libre sean mas susceptibles a la despolimerizacién por Ca2+
apoya la hipétesis propuesta en esta tesis, que sugiere que
la despolimerizacién de microtdbulos por C32+ se debe a 1la
eliminacidén de los "caps" estabilizantes ubicadeos en los

extremos de los microtudbulos. Lo anteriormente descrito

-+
permite pensar que Ca2 seria un i1mportante agente regulador

de la polimerizacién y despolimerizacién de microtdbulos in

Calcio interactiua cooperativamente con 2 =sitios de
unidén de alta afinidad en la tubulinarde cerebro de pollo.
Este resultado, obtenido por dos métodos diferentes,

concuerda con los 1informes de Serrano y col. (1986) vy
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Grisham y col. (1980) para la unién de Caz+ a la tubulina de
cerebro de cerdo y de ternero, respectivamente. Sin embargo,
Scolomon (1977) y Mejillano y Himes (1991), usando tubulina
obtenida de cerebro de rata y de bovino, respectivamente,
han descrito solo un sitio de unién de calcio de alta
afinidad por cada molécula de tubulina. Una posible
explicacidén de las diferencias encontradas, podria ser la
utilizacién de distintas fuentes para 1la extraccién del
cerebro, pues todos los resultados publicados fueron hechos
con tubulina proveniente de distintas especies (pollo,
cerdo, gato, ternero y bovino).

Ninguno de los reportes seralados, indica la existencia
de unidén cooperativa de calcio a los sitios de alta afinidad
en la tubulina. Pese a lo anterior, la conducta cooperativa
para la interaccién del calcio con la tubulina, encontrada
en esta tesis, no es extrafa si se considera gue las
proteinas que unen Ca2+ generalmente exhiben cooperatividad
positiva en la unidén de este catidn con alta afinidad
(Strynadka y James, 1989) y podria ser importante en 1la
regulacidén in_ vivo del eventual efecto de Ca2+ sobre los
procescs de polimerizacidén y despelimerizacién de los
microtuabulos. Esta conducta cooperativa no fue debida a 1la
agregacién de la tubulina, mediada por el catién, pues en
este trabajo se demuestra que, en las condiciones utilizadas
en los experimentos de unidén de Ca2+, este no induce la
formacidén de agregados de tubulina y ademds el coeficiente
de Hill no depende de la concentracién de tubulina utilizada

en el ensayo.
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Un hallazgo importante de este trabajo es gque el ién
lanténido gadolinio es capaz, al igual que calcic, de
inhibir 1!a polimerizacién dela tubulina y despolimerizar
los microtibulos. Qdémés, Gd3+ presenta caracteristicas de
unidén muy similares a las de Ca2+ y compite conh este idén por
la unidn a ios sitios de alta y baja ;finidad en la
tubulina. Estos resultados permitiran utilizar a Gd3+ como
una sonda paramagnética extrinseca para estudiar en detalle
las caracteristicas moleculares de los -sitios de alta
afinidad para :Ca2+ en la molécula ge*"tubulina, lo cual
posibilitard no sclo la determinacidén de 1las alteraciones
estructurales provocadas por 1la unidn del CaZ+ a 1a
tubulina, sinoc que tambieén contribuiréd al avance del
conocimiente del fendmenoc general de modulacién de 1la
actividad proteica por la interaccién de ciertos iones.

Mediante estudiocs de NMR, utilizando Gd3+ y peptides
correspondientes a los extremos carboxilo—-terminales de
tubulina, purificados luego de digestidn controlada con

subtilisina, se ha podido comprobar gQue los sitics de unidn

2+

de alta afinidad para Gd3+, Yy por consigiente para Ca™ ,

estédn ubicados en las regiones carboxilo~terminales de 1la

tubulina. Lo anterior se concluye de experimentos de unién

de Gd3+ a los pé&ptidos, cuyos resultados son modificaciones
en el espectro de NMR de los péptides al adicionar @d3+ en

concentraciones en gue estan saturados en un S50 ¥ los sitios

de alta afinidad. Las perturbaciones del espectro de NMR de

+
los peptidos en presencia de GdB son las modificaciones
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caracteristicas gue provoca la unidén de centros
paramagneéticos.

Un aspecto interesante de discutir es la 1localizacidn
de los sitios de unién de alta afinidad para Caz+ en la
molecula de tubulina. Los resultados obtenidos en esta tesis
Yy resultados previos provenientes de experimentos de
digestién proteclitica de tubulina (Bhattacharyya y <col.,
1985; Serrano y «col., 1986; Vera y col., 1989) y de
experimentos de modificacidén guimica de aminocdcidos Acidos
(Mejillano y Himes, 1991), indican gque los sitios de wunién
de alta afinidad para C32+ se ubicarian en los extremos
carboxilo terminales de la tubulina. 5in embargo, no ha sido
demostrado a «cual de las dos subunidades de tubulina se

+
estaria uniendo el Caz . La conducta sigmoidea de la unién

de Ca2+ a 1la tubulina, puede ser explicada tanto
considerando que el catién se une a una de las subunidades o
a ambas. En el primer caso, los dos moles de Ca2+ se unirian
al extremo carboxilo-terminal de una misma subunidad, lo
cual resultaria de la presencia de un tipico dominio "EF
hand", descrito ampliamente para las proteinas gue unen
Ca2+, las cuales normalmente presentan cooperatividad
positiva en la unidén de Ca2+ (Strynadka y James, 1989). Por
su parte, si los sitios de alta afinidad para Caz+ se
encuentran en distintas subunidades de 1la tubulina, 1la
cobperatividad se puede éxplicar por la induccidén de un
cambio conformacional producto de la unién de Ca2+ al primer

sitic, que resulta en una conformaciém en la cual se

+
facilita la entrada de Ca2 al segundo sitio.
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Analisis de prediccidn de estructura secundaria de los
ultimos 40 aminodcidos de la tubulina, utilizando el método
descrito por Chou y Fasman (1974), mostraron gue la
subunidad R poseeria una estructura secundaria compuesta de
dos a—-hélices separadas por una vuelta (Fig. 30). Este tipo
de estructuracidén es conocido como HLH y es tipica de las
proteinas que unen Ca2+ (Strynadka y James, 1989). En estas
proteinas, Ca.2+ se une por medio de la formacidén de enlaces
de coordinacidén con los aminoacidos que componen la regién
entre las hélices. Al analizar esta secuencia en busca de
posibles sitios de unidn de Ca2+, se pudo observar que dicha
regidén presenta fuerte similitud con los sitios de unién de
Ca2+ descritos para diversas proteinas gque integramn la
familia de la troponina C (Sanchez, 1993). Este hecho vy
resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Gonzalez vy
Monasterio, resultados no publicados), por tincién de 1la
tubulina y de peéptidos del extremo carboxilo sinltetizados en
bacterias, con el colorante Stains All, que tife
especificamente las cadenas polipeptidicas que unen Ca2+,
sugieren que los dos sitios de unién de alta afinidad para
CaZ+ we encontrarian en el extremo carboxilo terminal de 1la
subunidad R.

Considerando todos los resultados obtenidos en esta
tesis, es posible proponer un modelo para explicar el
mecanismo de accidén del calcio sobre la inhibicién de 1la

polimerizacidén de la tubulina y sobre la despoclimerizacién

de los microtubulos (Fig. 31). Tubulina-GTP, representada
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A Subunidad alfa
Estructura primaria

410

Glu Gly Met Glu Glu Gly Glu Phe Ser Glu Ala Arg Glu Asp Met
425

Ala Ala Leu Glu Lys Asp Tyr Glu Glu Val Gly Val Asp Ser Val
440 450

Glu Gly Glu Gly Glu Glu Glu Gly Glu Glu Tyr

Estructura secundaria

B Subunidad Beta
Estructura primaria

405

Glu Met Glu Phe Thr Glu Ala Glu Ser Asn Met Asn Asp Leu Val

420

Ser Glu Tyr Gln Gln Tyr Gln Asp Ala Thr Ala Asp Glu Gln Gly

435 445

Glu Phe Glu Glu Glu Gly Glu Glu Asp Glu Ala :

Estructura secundaria

Figura 30. Estructura primaria y secundaria de los u4ltimos
40 aminoacidos de la subunidad alfa (A) y beta (B) de la tubulina
de cerebro de pollo. La secuencia de aminodcidos fue obtenida de
Valenzuela y col. (1981) y corresponde a la secuencia derivada
del cDNA para las subunidades « y 8 de tubulina, mayoritarias en
cerebro de pollo. El modelo de estructura secundaria fue obtenido
utilizando el procedimiento descrito por Chou y Fasman (13974).




Ca2* \‘| (‘CCI

Figura 31. Modelo de trabajo para explicar 1la accién
del calcio sobre la tubulina y scobre los microtibulos. Los
diferentes estados conformacionales de tubulina—-nucleétido
con y sin calcio, son representados por los siguien&gs
simbolos: cuadrado, tubuliniiﬁTP; rombo, tubul ina—-GTP-Ca™ ;
hexagono, tubul ina-GDP-Ca™ , circulo, tubul ina GDP,
rectangulo, tubulina-GDP-P;. El equilibrio podria contemplar
mas pasos gque los indicados en el esquema. Por simplicidad,
solo se asigna una constante de equilibrio para cada paso.
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por el cuadrado, es capaz de polimerizar formando
microtdbulos, Nproceso en gQue gran parte del GBTP se
hidreliza & GDP, 1leo cual va acompafado por un cambic
conformacional en el gque GDP, unido al sitio E, gqueda
ocluido. La hidrélisis del GTP ocurre solo en la pérte

intermedia de los microtubulos, en tanto que_  los extremos
(denominados en ingles "caps") se conservan como tubulina;
GTP o tubulina—GDP—Pi, lo cualrgenera QHa estructura que
estabiliz; los microttbulos. Este estado de los microtdbulos

es representado en la figura 31 por dos circulos entre dos
rectangulos. En: 2l proceso de despoigéerizacién de 1lecs
microtubulos, la tubulina retorna & una conformacidén
(circulce) en la cual el GDP puede ser reemplazado por GTP,
para reiniciar el ciclo. La tubulina-GTP -al unir CaZ+ sufre
un cambio conformacional (representado por el rombo), para
originar un estado incapaz de incorporarse a los
microtébulos y activo en la hidrélisis de GTP, originando
tubulina—-GDP—Ca2+ (hexdgonol). Durante la despolimerizacidn
de los microtldbulos por calcio, la unién del catidn, provoca
la liberacién del P; desde los "caps" de tubulina-GDP-Pj,
dejande un microtidbulo inestable, pues contiene dimeros de
tubul ina-GDP en téda su estructur; {(representado por dos
circulos gnt?e dos “hexagonos en la figura 31), lo gue
determina su inmediata rupturé. 7

El modelo propuesfo en la figura 31 es apoyado por las

siguientes evidencias:

1. Calcio vy su andlogo gadolinio, inducen la actividad

GTP&sica de la tubulina en solucién. Este efecto es
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especifico, pues no se encontré con otros iones Yy no s
debido a agregacién de la tubulina.

2. La induccién por calcio de la actividad GTPasica de la
tubulina - ocurre en el mismo intervalo de concentracién en
que C32+ inhibe 1la polimerizacién y ambos procesos
probablemente son debidos a la unién del catién a los sitios
de alta afinidad en la tubulina.

3. La unién de Ca2+ a los sitios de alta afinidad, provoca
un cambio conformacional en la tubulina, gque se observa por
una perturbacién en el espectro UV de la tubulina en
presencia de Ca2+ y por apagamientos de la fluorescencia
intrinseca de la tubulina por acrilamida, en presencia y en
ausencia de Ca2+.

4. La hipétesis que plantea que la inhibicién de la
polimerizacidén de tubulina por Ca2+ es causada por la
induccién de un estado conformacional incapaz de formar
microtubulos, es también apoyada por los experimentos donde
se probé la cinética de reversién de la inhibicién provocada
por Ca2+ con EGTA. EGTA revierte 1la inhibicidén de la
polimerizacién cuando es afadido en un tiempo no superior a
20 min luego de la adicidén de Ca2+. En tiempos de incubacidn
con Ca2+ superiores a 20 min, gran parte del GTP es
hidrolizado & GDP y la tubulina es incapaz de formar
microtudbulos, aun después de extraer el Ca2+, por
complejamiento con EGTA.

S. La actividad GTPAsica inducida por Ca2+ estd relacionada

con la inhibicién de la polimerizacién de la tubulina, pues
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la polimerizacién de la tubulina no fue afectada por la
presencia de un andlogo no hidrolizable de GTP y, por su
parte, los microtiubulos formados en presencia de analogos,
no son afectados por Ca2+ (Arai y Kaziro, 1976; Weisenberg y
Deery, 1976). La insensiblidad de la tubulina y de los
microtubulos a Ca2+, en presencia de un analogo no
hidrolizable, podria ser explicada si Ca2+ no se uniera a
tubul ina-GTP(TS), como ha sido sugerido por Arai y Kaziro
¢ 19762, o bien si el catidn provocara un estado
conformacional, en presencia del andlogo no hidrolizable,
compatible con la polimerizaciodn.

6. Microtubulos incubados con A1F4—, un analeogo estructural
de Pj, que tiene una afinidad 3 veces mayor que el fosforilo
a su sitio en la tubulina, fueron menos sensibles al efecto
de Ca2+ gue los microtubulos control. Este hecho indica que
la liberacién del P; desde los "caps" de tubulina-GDP-P;,
estaria envuelta en el mecanismo de despolimerizacién de los
microtubulos por Ca2+.

7. El valor mas bajo de la constante de semisaturacién para
la despolimerizacién de microtubulos inducido por Ca2+, con
respecto a las constantes obtenidas para la inhibicidén de la
polimerizacién y la unidén a los sitios de alta afinidad,
sugiere gque no es necesaria la unidén de Ca2+ a todas las
moléculas de tubulina dentro del microtdbulo. Este hecho
concuerda con los resultados descritos por Karr y col,
(1980 quieﬁes demuestran gue en microtubulos de cerebro de
bovino, calcio induce la despolimerizacién a partir de los

extremos y también con los reportes de Carlier y col., (1988
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y 1989 y Melki y col., 1990, que indican gue solamente los

extremos de los microtubulos contienen tubul ina-GDP-P;.




ANEXO I
Procedimiento para asignar las sefales en un espectro de 1H—NMR

Ha sido habitual establecer una relacién entre la
distribucién de las serales en un espectro de 1H—NMR de una
proteina con los espectros de NMR de 1los aminoacidos
individuales, libres en solucidédn, para asignar las
diferentes seRales. Es asi como se ha establecido que 1los
protones provenientes de los aminocdcidos aromaticos
(tirosina, fenilalanina, triptofano e histidina) dan serales
entre 6 y 8 ppm, con excepcién del protén unido al carbono 2
del grupo imidazol de la histidina que comunmente da una
sefal entre 8 y 9 ppm. Por otra parte, las resonancias de
los protones unidos covalentemente al carbono « de los
distintos aminoacidos, aparecen entre 4 y 5 ppm, y son la
mayor parte de las veces enmascaradas por la gran sernal de
los protones del agua. Entre aproximadamente 1,5y 4,5 ppm
aparecen una diversidad de seRales procedentes de protones
de grupos metilenos. Finalmente, a mas alto campo, bajo 1,6
pPPM, se ubican las csefales correspondientes a las
resonancias de los protones ubicados en los grupos metilos.
La posicién exacta en que aparecen las sefales para los
diversos protones de los distintos aminoa&cidos libres en
solucién, se resume en la tabla IX.

Debido a que la posicién en gque aparecen las serales es
fuertemente influenciada por las caracteristicas del
ambiente y la conformacién de la macromoleécula, para asignar
correctamente los picos de un espectro es necesario

considerar estas variables. Un reciente estudio realizado
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Tabla IX. Posicién en que aparecen los diferentes
protones provenientes de os distintos aminoacidos en
solucién, en un espectro de H-NMR.

Aminodcidos o—H A-H T=H §—-H Otros
Asp 4,77 2,75
Glu 4,30 1,97 2,28
Ser 4,50 3,89
Gly 3,97
His 4,63 3,20 7,14 (C4H)
8,12 (C2H)
Arg 4,40 1,80 1,72 3,31
Thr 4,35 4,22 123
Ala 4,35 1,40
Pro 4,71 1,98 2,30 3,65
Tyr 4,60 2,92 7,15 (C2,6)
6,86 (C3,3)
Val 4,18 2,13 0,94
Met 4,51 2,00 2,63
Ile 4,22 1,89 ;19 0,89
Leu 4,39 1,65 1,69 0,94
Phe 4,66 2,99
Lys 4,36 1,75 1,47 1,71 3,02 (e-HD
Trp 4,70 3,20 L7,24 (C2HY); 7,65 (C4HY; 7,17
(CSHY; 7,24 (CeHY; 7,50 (C7H) 1
Cys 4,69 2,96
3,28
Asn 4,76 2,76
Gln 4,37 2,01

" Los valores del corrimiento gquimico fueron obtenidos de
Bundi y Wuthrich (1979).




por Wishart y col. (1991), en el cual se analizé la posicién
en que aparecen las sefales correspondientes a los diversos
protones de los distintos aminoacidos en m&s de 70 proteinas
distintas, mostré un efecto significativo sobre el
corrimiento quimico que experimentan las sedales de la
estructura secundaria en gue se encuentran formando parte
los aminodcidos. La figura 32 muestra el intervalo de ppm
(partes por milldén) en que puede aparecer un protdén
dependiendo de las caracteristicas del ambiente que lo
rodea, indicando que hay un corrimiento quimico 1importante
de algunas seRales con respecto a la posicién en que
aparecen en los aminoacidos libres en solucion. Este
corrimiento quimico estd relacionado con el tipo de
estructura secundaria gque presenta la regidén en que se
encuentra inmerso un determinado aminodcido (Wishart y col.,
1991). Es asi como la sernal correspondiente al proténm unido
al carbono « experimenta un corrimiento promedioc de 0.39 ppm
hacia alto campo cuando el aminoacido esta formando parte de
una hélice y se corre en promedic 0.37 ppm hacia bajo campo
cuando el aminodcido est& formando parte de una lamina (3. La
figura 33 1ilustra 1la distribucién de 1los corrimientos
quimicos del protén unido al carbono « de 1los distintos
aminocacidcs, en «—helices o laminas g.

En conclusiédn, para asignar correctamente las serales
en un espectro de NMR es necesario tener presente que la
posicién donde estas aparecen esta influenciada por wvarias

variables, que deben ser consideradas.
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Figura 32. Distribucién de los corrimientos Quimicos para
los diferentes protones de los 20 aminoacidos mas comunes, en 70
proteinas distintas. La longitud de cada barra horizontal
corresponde al intervalo de corrimientos quimicos en que cada
sefal aparecidé en las distintas proteinas. La barra vertical en
el medio de cada barra horizontal, muestra el valor promedio del

corrimiento quimico para cada sefal. Obtenido de Wishart y c¢ol.,
1991.
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Figura 33. Distribucién de los corrimientos quimicos
para el protén unido al carbono « de los distintos
aminoacidos, en «—hélices y laminas f. La barra horizontal
mas oscura representa el intervalo de corrimientos quimicos
en que aparecen las seifales del protém unido al carbono «
cuando el aminocdcido se encuentra formando parte de una «o-
hélice y las barras horizontales mas claras corresponden a
estas mismas senales cuando el aminoacido esta formando
parte de un lamina @f. La barra vertical negra indica el
valor de la mediana de los corrimientos quimicos.
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