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RESUMEN

Se caracterizo la desnaturacion por GdmCl y la renaturacién de la tubulina,
por medio de fluorescencia en estado estacionario, dicrofsmo circular y
cromatografia rdpida de exclusion molecular. Los experimentos de
fluorescencia intrinseca y dicroismo circular mostraron que la tubulina
desnaturada es capaz de renaturarse en una conformacion similar a la de la
tubulina nativa. La concentracion de GdmCI para alcanzar un 50% de
desnaturacion (D aamci) © renaturacion fue de 1,4 M. Este valor se obtuvo a
partir del corrimiento del méximo y del cambio de rendimiento cuantico de
los espectros de emisién de triptofanos. La unidn de ANS mostré que la
tubulina renaturada recupera cerca del 80% de la afinidad de la proteina
nativa para esta sonda con un D**ganci de 1,3 M. La susceptibilidad de la
estructura secundaria de la tubulina a GdmCIl observada por dicroismo
circular, presenta un D™ gy de 1,9 M para la desnaturacién y
renaturacion. Estos resultados indican la existencia de especies
intermediarias, tanto para la reaccién de desnaturacion como de
renaturacion. Las caracteristicas espectrales de los intermediarios son
compatibles con la presencia de un “gldbulo fundido” en equilibrio. El
proceso de renaturacion y las especies renaturadas se caracterizaron antes

del equilibrio por cromatograffa rapida de exclusién molecular. Los

resultados mostraron que los monémeros, - y B-tubulina, se asocian muy
rapido para formar un dimero, el cual polimeriza para formar oligdmeros de
alto tamafic molecular. La polimerizacion muestra una fuerte dependencia

de la concentracion de proteina y la temperatura. Las caracteristicas de las




especies formadas durante la filiracion molecular rapida mostraron ser muy
similares a los agregados producidos cuando la tubulina nativa se envejeci
por 24 h a 4°C. Estos estudios indican que la tubulina completamente
desnaturada es capaz de renaturarse en una conformacién similar a la
nativa, y se autoasocia en agregados solubles de alto peso molecular. La
falta de funcionalidad de la tubulina replegada indica que la estructura del
heterodimero no es idéntica a la nativa y favorece una via rapida de auto
asociacién de los dimeros que presenta una energia de activacion de 11,3

Keal/mol.

Los resultados, en su conjunto muestran que la estructura terciaria
responsable del entorno de los triptofanos se mantiene, al igual que el
contenido de esfructura secundaria. Sin embargo, la funcionalidad se
pierde: esto Uitimo se puede explicar ya sea por una incorrecta asociacion
mondmero-mondémero o porque las superficies de interaccion longitudinal o
lateral del monémero han cambiado. Para dilucidar esto, es necesario
conocer que ocurre con la asociacion/disociacién en el heterodimero nativo.
Sin embargo, en cuanto a los valores termodinamicos descritos en la
literatura para la asociacion del heterodimero, no existen acuerdos entre los
autores y ha sido fuente de controversias. Por esta razdn se caracterizo la
disociacién y el intercambio de los mondémeros de la tubulina, utilizando
conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), que contenia 1,2 moles
de colorante por mol de dimero, y que solo contenia trazas de sonda libre (<
1%). Al realizar experimentos de dilucién del derivado tubulina-FITC, se

encontré una constante de disociacion de 8 x 107 M. Para estudiar el
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intercambio de los mondmeros, la transferencia de energia homogénea
entre los fluordforos de la sonda FITC, en un mismo heterodimero, se midid
por el incremento en la polarizacién observado por la excitacién en el borde
rojo del espectro de! FITC. Se encontré una baja polarizacion a alta dilucidn,
menor que 0,1, que es inconsistente con la separacién de particulas rigidas
y se atribuye a la deriva conformacional de las subunidades disociadas. Al
diluir la proteina marcada se observaron 2 procesos, con tiempos de
relajacién de 3 y 60 minutos; estos fueron asignados a la disociacion y a la
deriva conformacional respectivamente. El intercambio de subunidades fue
medida por el incremento de la polarizacién al mezclar la proteina marcada
con un gran exceso de tubulina sin marcar, a alta y baja concentracion. El
intercambio fue independiente de la concentracion total de proteina, lo que
muestra que el ciclo de asociacidn-disociacion esta determinado por la
velocidad de disociacion de los dimeros, y se determiné que la dependencia
de la disociacion de la temperatura tiene una energia de activacion de 20

Kecal/mol.

Con el objeto de estudiar las interacciones entre los mondmeros de la
tubulina se realizaron experimentos en que se variod la presion hidrostatica.
Los espectros de la tubulina no marcada mostraron un corrimiento
progresivo al rojo de los triptofanos, que a 2,4 Kbar alcanza 12 nm. Este
corrimiento del maximo de emision, que es independienie de Ia
concentracion de proteina, demuesira que es un proceso de primer orden,
debido a la desnaturacion de la protefna y que no esta relacionado con un

proceso de disociacidn. Al estudiar el efecto de la presién sobre Ia
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tubulina-FITC diluida, en estado parcialmente disociada, se encontrd que la
presién Incrementa el grado de asociacién, hecho que no ha sido

previamente demostrado para otros dimeros.
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ABSTRACT

GdmCl denaturation and renaturation of tubulin was studied by steady state
fluorescence, circular dichroism and fast molecular exclusion
chromatography. Intrinsic  fluorescence and circular  dichroism
measurements showed that denatured tubulin can renature to a
conformation similar to that of native tubulin. The GdmCI concentration
required for 50% denaturation (D**aumar) or renaturation was 1.4 M. This
value was obtained from the maximum shift and the change in quantum yield
of the tryptophan emission spectra. ANS binding showed that renatured
tubulin recovers close to 80% of the native affinity for this probe, with a
D% gamc of 1.3 M. Secondary structure sensitivity of tubulin to GdmCl, as
assessed by CD, had a D*®gync of 1.9 M for both denaturation and
renaturation. These results reveal the existence of intermediate species for
both the denaturation and renaturation reactions. The spectral
characteristics of the intermediaries are compatible with the presence of a
“molten globule” at equilibrium. The renaturation process and the renatured
species were characterized before equilibrium by means of fast molecular
exclusion chromatography. Results showed that the o- and B-tubulin
monomers rapidly associate to form a dimer, which polymerizes into larger
oligomers. The polymerization depends strongly on the protein concentration
and temperature. The characteristics of the species formed during fast
molecular chromatography were very similar to those found in the
aggregates produced when native tubulin was aged for 24 h at 4°C. These

results show that fully denatured tubulin is capable of renaturing to a
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native-like conformation, and that it self-associates into soluble high
molecular weight aggregates. The lack of function of the refolded tubulin
shows that the heterodimer structure is not identical to the native structure
and it favours a fast dimer self-association pathway with a activation energy
of 11,3 Keal/mol.

Results as a whole show that the tertiary structure responsible for the
tryptophan surroundings as well as the content of secondary structure are
maintained. However, the function is lost, which could be due either to an
incorrect monomer-monomer association or to changes in the longitudinal or
lateral interaction surfaces of the monomer. In order to clarify this, it is
necessary to understand the association/dissociation in the native
heterodimer. Since there is no agreement in the literature on the
thermodynamic values for the heterodimer association, we characterized the
heterodimer dissociation and the monomers exchange for the derivate
FITC-tubulin, which contained 1.2 moles of dye per mol of dimer, with only
traces of free probe (< 1%)}. Upon dilution of the FITC-tubulin, we found a
dissociation constant of 8 x 10”7 M. To study the exchange of monomers, the
homogenous energy transfer between the FITC bound molecules in the
same dimer was measured by the increase in polarization upon red edge
excitation. At high dilution, the polarization values were low, less than 0.1,
which is inconsistent with the separation of rigid particles and can be
accounted for by conformational drift of the dissociated subunits. Upon
dilution of the labeled protein, two processes were observed, with relaxation

times of 3 and 60 minutes, which were assigned 1o the dissociation and the
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conformational drift, respectively. Subunit exchange was shown by the
increase in polarization upon mixing the labeled protein with excess
unlabeled tubulin at both low and high concentrations. The exchange was
independent of the total protein concentration, which shows that the
dissociation-association cycle depends on the rate of dimer dissociation. [t
was found that the dissociation dependence on temperature has an
activation energy of 20 Kcal/mol.

In order to study the interactions of the monomers by other methods,
heterodimer dissociation by hydrostatic pressure was attempted. The
spectra of unlabeled tubulin showed a progressive shift to the red, which at
2.4 Kbar reached 12 nm. This shift, which is independent of the protein
concentration, shows that the change in intrinsic fluorescence it is a first
order process of denaturation and therefore unrelated to the dissociation.
When pressure was applied to diluted, partially dissociated tubulin-FITC, it
was found that pressure increases the degree of association. This has not

been shown before for others dimers.
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INTRODUCCION

Genes, proteinas y plegamiento

La informacion estructural y funcional que caracteriza a los seres vivos esta codificada
en el DNA. En la mayoria de los casos, para que ésta informacién se exprese, es
necesaria su traduccion a una o varias proteinas, que finalmente son las responsables
de las caracteristicas fenotipicas de los organismos vivos. Sin embargo, el mecanismo
de cémo la informacidn codificada en un dominio bidimensional (DNA) es traducida a un
espacio tridimensional (proteina), es una problema atn no resueito.

Este acertijo cientffico cobra singular importancia, debido al reciente secuenciamiento de
la mayor parte de los genes de varios organismos, entre ellos el del humano (Little, 1999,
Pennisi, 2000). Una fraccién importante de los genes encontrados producen proteinas
de estructura desconocida, por lo tanto, falta un segmento importante de conocimiento
para que ésta informacion pueda ser utilizada en forma eficaz.

Por el momento gran parte de la informacién genémica reunida se asemeja a las letras y
palabras que aparecen en un escrito, en que el lector, solo es capaz de reconocer los
signos que alli aparecen y no el significado de las agrupaciones de estos.

En el presente para generar informacién estructural a partir de las secuencias génicas,
se ha recurrido al uso de nuevas técnicas que permiten construir modelos
tridimensionales de los productos de expresion, en funcién del conocimiento de
estructuras previamente determinadas por bidlogos estructurales, a través de técnicas
de difraccion de rayos X y NMR (Sanchez y col., 2000; Sanchez y Sali, 2000). Esta

aproximacion se basa principalmente en la blisqueda de la similitud de las secuencias



aminoacidicas generadas por los nuevos genes con las secuencias de las proteinas de
estructura previamente determinadas. Esto ultimo, promete al menos resolver de un
modo operativo la encrucijada de cémo unir secuencias con estructura y funcion.
Desde que Anfinsen demostré in vitro, utilizando como modelo |a ribonucleasa, que toda
la informacion necesaria para el plegamiento de las proteinas esta contenida en su
estructura primaria, (Anfinsen, 1973), un gran caudal de estudios experimentales,
tedricos y computacionales, han generado valiosa informacién acerca de la energética y
cinética del problema del plegamiento de las proteinas. Sin embargo, atn no es posible,
en forma analitica, predecir la conformacién nativa de una proteina utilizando como
punto de partida la secuencia aminoacidica (para revision ver Creighton, 1992).

La falta de éxito en los intentos por obtener un modelo general ab initio para el proceso
de plegamiento de las proteinas, se debe principalmente al gran nimero de grados de
libertad que poseen las cadenas polipeptidicas y el cdmo éstos aumentan en forma
exponencial con el largo de la cadena. Desde un punto de vista técnico, la principal
dificultad consiste, en obtener una funcidn de energia que sea capaz de dar cuenta de
todas las interacciones posibles entre todos los dtomos de una cadena polipeptidica en
un solvente dado y asi poder determinar [a conformacidn con la menor energia que sea
compatible con una conformacién nativa.

Por otra parte, en gran medida, debido al descubrimiento de Anfinsen, que indica que
toda la informacidn para el plegamiento de las proteinas se encuentra contenida en su
estructura primaria, los estudios de renaturacion se realizaron in vitroy se dejo de lado el
estudio de éste problema in vivo (Gething, 1997).

Las condiciones en que se realizan los experimentos de plegamiento in vitro, involucran,

ausencia de ofras proteinas, altas diluciones, ambientes homogéneos altamente



reductores y que todas las partes de la secuencia tienen la misma posibilidad temporal
de plegarse. Sin embargo, en los tltimos 20 afios surge la pregunta, de cémo se produce
in vivo el plegamiento, si las condiciones son diferentes a las utllizadas en los
experimentos in vitro: la proteina in vivo, es sintetizada en forma secuencial en el
ribosoma, y ésta es liberada en ambientes dénde el agua disponible es muy baja (alta
concentracién de proteina).

Los estudios de renaturacién in vivo han demostrado, que existe un conjunio de otras
proteinas, llamadas chaperonas, que son empleadas por la célula para evitar efrores en
el plegamiento. El mecanismo basico de accion de éstas es dar un ambiente similar a la
alta dilucién utilizada en los experimentos in vitro, por medio de su union a las superficies
potencialmente susceptibles de interaccionar en forma incorrecta con otras protefnas o
consigo misma, formando ambientes locales especificos para el plegamiento correcto de
las proteinas (Agashe y Hartl, 2000; Ellis y Hartl, 1996; Ellis y Hartl, 1999; Hartl, 1996;
Hartl y Martin, 1995).

Los microtiibulos

Los microttbulos son el producio de la autoasociacién de la tubulina y de proteinas
asociadas (MAPs), formados por 13 o mas protofilamentos, dispuestos paralelamente
en forma de cilindro (Monasterio y col., 1995). El proceso de polimerizacion in vitro es
dependiente de cationes divalentes como Mg2+, del nucledtido GTP y cosolventes como
glicerol (Lee y Timasheff, 1975; Weisenberg, 1972). La formacién de microtibulos se
puede disociar en dos procesos, uno de nucleacién y otro de elongacion. El proceso de
nucleacién ain no es bien entendido y se ha propuesto que involucraria primero la
formacién de estructuras en forma de anillo (42S) inducidas por GDP, las que al

linearizarse por interaccion con GTP formarfan el protofilamento, el que seria



sucesivamente elongado por la adicién de otras moléculas de anillos linearizados, en un
proceso cooperativo (Howard y Timashefi, 1986; Melki y col., 1989).

Los microtibulos, tanto in vitro como in vivo, tienen una dindamica fundamentalmente
caracterizada por procesos de catastrofe (rapida despolimerizacion) y de polimerizacion
lenta, procesos gque se distribuyen estocésticamente en la poblacion de microtdbulos, lo
cual indica que no existe un estado estacionario microscopico. Este proceso ha sido
llamado inestabilidad dinamica (para revision ver (Erickson y O'Brien, 1992)); la causa de
esta inestabilidad ha sido atribuida a la actividad GTPasica de la tubulina. Estas
observaciones han conducido a un modelo en que los microtubulos en estado de
crecimiento poseen en su extremo moléculas de tubulina en la forma GTP, y los
microtibulos en proceso de catastrofe son el producto de la hidrélisis de GTP a GDP en
las moléculas de tubulina de los extremos. La rapida despolimerizacién puede ser
revertida sdlo en el caso en que el extremo del microtibulo recupere otra molécula de
tubulina en la forma GTP. Este modelo para la inestabilidad dinamica de los microtibulos
es apoyado por experimentos en los que se han utilizado analogos de GTP que son
hidrolizados lentamente por la tubulina, obteniéndose microtdbulos mucho més estables
(Mejillano y col., 1990; O'Brien y Erickson, 1989). La funcién bioldgica de este proceso
serfa la constante redistribucion del citoesqueleto, con el propdsito de reciclar
microtdbulos que no han alcanzado sus organelos o estructuras blanco. Esto puede
ejemplificarse en el caso del aparato mitdtico, donde los microtibulos deben crecer
desde el centrosoma hacia el cinetocoro del cromosoma; los microtibulos que no
alcanzan el cinetocoro son inestables, desensamblandose réapidamente. Posteriormente
las subunidades son recicladas para un nuevo intento de formacion del huso mitético

(Erickson y O'Brien, 1992).



La tubulina

La tubulina es una proteina que cumple un papel fundamental en la fisiologia de las
células eucaridticas, participa en procesos como la divisién, motilidad y en Ia
determinacion de la morfologia celular (Roberts y Hyams, 1979; Vale, 1987). La forma
funcional de esta proteina son los microttibulos, homopolimeros cilindricos de tubulina
compuestos por 13 protofilamentos y que pueden alcanzar longitudes superiores a 0,4
um (Amos, 1979; Andreu y col., 1992).

La tubulina es una proteina de peso molecular 100.000 que posee 2 subunidades, a y .
Medidas hidrodinamicas han mostrado que tiene un coeficiente de sedimentacion de
5,8S y estudios por difraccién de rayos-X a baja resolucion muestran una forma alargada
con ejes de 80 y 40 A (Andreu y col., 1992). Estudios bioguimicos han demostrado que
posee una amplia gama de sitios unién para diferentes tipos de ligandos y proteinas
(Luduena y col., 1977}; en efecto, posee sitios de unién para drogas antimitéticas como
colchicina, nocodazol, vimblastina y taxol. Ademas posee 2 sitios de unidn para GTP,
uno no intercambiable, conocido como el sitio N, el que no ha sido caracterizado y un
sitio intercambiable localizado en la subunidad B (sitio E) (Arai y col., 1975; Jayaram y
Haley, 1994; Linse y Mandelkow, 1988; Maccioni y Seeds, 1977; Shivannay col., 1993);
ademas, un mol de Mg+ se encuenira fuertemente unido por mol de tubulina
(Monasterio, 1987). También se ha demostrado que el catién calcio es capaz de
interactuar con el heterodimero en un sitio ubicado posiblemente en [a regidn carboxilo
terminal de la proteina, probablemente de la subunidad B ((Mejillano y col., 1990;
Serrano y col., 1984) y resultados no publicados de nuestro laboratorio). Los ligandos de
la tubulina pueden clasificarse en dos grupos de acuerdo a su efecto en la formacion de

microtlibulos, los que promueven la estabilizacién de los microtiibulos y los que la



inhiben. En el primer grupo se encuentran el cation divalente Mg2+, el nucledtido GTP y
taxol. En el segundo las drogas antimitéticas (diferentes a Taxol} y calcio, que estimulan
la actividad GTPasica en el sitio E, desfavoreciendo la formacién de los microtdbulos.
Las proteinas accesorias conocidas como MAPS, cumplen fundamentalmente una
funcién estabilizadora de los microtibulos (Lee, 1993).

Para entender las bases estructurales de la unién de los ligandos, asi como la formacion
de homopolimeros de la tubulina fue necesario determinar la estructura terciaria del
heterodimero.

En 1998 (Nogales y col., 1998), utilizando cristalografia electronica a baja temperatura,
lograron obtener una estructura de resolucién Intermedia (3,7 A de resolucion), Fig 1. Se
utilizaron arreglos bidimensionales cuasi cristalinos de protofilamentos, orientados en
forma antiparalela, de tubulina de cerebro de bovino inducidos por Zinc.

El resultado de estos experimentos muestra que la estructura de las 2 subunidades son
practicamente idénticas, cada una compuesta por tres dominios, uno mayor,
aminodcidos 1-205, que posee un motivo clasico del pliegue de Rossman, que en su
base posee el sitio de unién para el nucledtido GTP, un dominio intermedio, residuos 206
al 381, que posee el sitio de unién para taxol, y un dominio carboxilo terminal, residuos
382 al 440, donde se postula que se encuentran los sitios de unién para las proteinas
asociadas (MAPs) y posiblemente para calcio (Monasterio y col., 1993), y estén
constituidos por 2 hélices antiparalelas (Jimenez y col., 1999). Utilizando la estructura de
las subunidades en las hojas de Zinc, se ha podido construir un modelo para los
microtibulos, donde a diferencia de las hojas de Zinc los protofilamentos estan

orientados en forma paralela (Nogales y col., 1999).



Figura 1. Esquema de la estructura tridimensional del heterodimero de tubulina.
En azul se muestra el dominio amino terminal, en naranjo el dominio de unién a taxol y en
rojo el dominio carboxilo terminal. También, se muestran los residuos posiblemente
involucrados en la regulacién de la actividad GTPasica. Para la construccién del
esquema se utilizé el programa Weblab Viewer (Molecular Simulation, Inc, San Diego,
USA) y las coordenadas depositadas en el Protein Data Bank bajo el cddigo de acceso
itub.
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Desde el punto de vista funcional, el modelo tridimensional permite postular las bases
estructurales para la actividad GTPasica en el sitio-E y la razon de la presencia del

sitio-N para el nucleétido.

El sitio-N, se encuentra en la interfase de las subunidades protegido del solvente y en la
posicidn mas cercana al fosfato y del nucledtido se encuentra el residuo Lys254 de la
subunidad B que no permitiria la hidrdlisis del nucleétido. Sin embargo para el sitio-E, se
propone que la hidrdlisis del nucledtido se produciria por una interaccion inter-dimérica,
donde participaria el residuo Glu254 de la subunidad o del dimero entrante, que podria
participar en forma directa en la hidrdlisis del fosfato y del nucledtido y la estabilizacion
del protofilamento en la forma GDP (Carlier, 1991; Erickson, 1998; Erickson y O'Brien,

1992).
Estudios sobre el plegamiento de la tubulina

La tubulina en su estado dimérico, es una proteina inestable que pierde su funcionalidad
dependiendo de la composicién del solvente y la temperatura, en lapsos que van de los
minutos a las horas (Prakash y Timasheff, 1982; Prakash y Timasheff, 1992a; Prakash y
Timasheff, 1992b). Estas caracteristicas hacen que la tubulina sea un modelo atractivo
para el estudio del plegamiento y estabilidad de proteinas. Los estudios in vitro (Guha y
Bhattacharyya, 1995; Guha y Bhattacharyya, 1997) han mostrado que al utilizar urea
como agente desnaturante es posible observar estados intermediarios de desnaturacion
que son reversibles, sin embargo, ain no ha sido posible obtener productos de
renaturacion funcionales a partir de la proteina completamente desnaturada. Estos
resultados pueden ser explicados por los estudios realizados in vivo, en que la tubulina,

deniro de las proteinas eucaridticas, es una de las que posee uno de los mecanismos




més complejos, figura 2. La vfa de plegamiento de la tubulina involucra la participacion
de la chaperonina dependiente de ATP CCT, que se une a los monémeros de tubulina
después de la sintesis y los aisla del solvente, luego cada uno de los mondmeros se une
a un conjunto diferente de cofactores, en el caso de la o-tubulina se une a los cofactores
Ay E, la 8-tubulina a D y A, luego que los monémeros son plegados en forma parcial se
forma un complejo de 5 componentes, tubulina o,B, y los cofactores E, Cy D, y en el
seno de este complejo se produce la unién de los 2 monémeros y posterior liberacion del
heterodimero después de la hidrélisis de un mol de GTP (Bhamidipati y col., 2000;

Cowan y Lewis, 1999; Tian y col., 1997).

Los antecedentes antes mencionados indican que la tubulina es una proteina altamente
compleja tanto en el mecanismo de plegamiento de los mondmeros, asi como en el
ensamblaje de su estructura cuaternaria (dimeros y microtubulos). Los estudios
estructurales, aunque valiosos, no permiten deducir la solucion a problemas tales como
la dindmica de las interacciones entre las subunidades y el porque la tubulina dimérica
sufre cambios conformacionales que inducen la perdida de la capacidad de auto

ensamblarse en microtibulos.
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Objetivo General:

Caracterizar las vias de plegamiento de la tubulina y las interacciones entre sus

mondmeras in vitro.
Objetivos Especificos:

» Desarrollar los ensayos de renaturacién y desnaturacién apropiados para la tubulina.
e Determinar el grado de reversibilidad de la desnaturacion de la tubulina in vitro.

e Caracterizar las propiedades de las interacciones monémero-monémero en el
heterodimero de la tubulina por medio de estudios de intercambio de subunidades.

e Caracterizar las propiedades del heterodimero y de los mondémeros de la tubulina

bajo condiciones de alta presidn hidrostatica.




MATERIALES Y METODOS
Reactivos y proteinas

Todos los reactivos fueron comprados a Sigma. La tubulina de cerebro de pollo se
purificé por el método de Weisenberg modificado por Timasheff (Weisenberg y col,,
1968; Weisenberg y Timasheff, 1970). La tubulina de cerebro de bovino fue preparada
por el Dr. Octavio Monasterio y el Dr. José Manuel Andreu en Madrid, Espana.

Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) se compré a Molecular Probes Inc.
Purificacién de la tubulina

La tubulina fue purificada a partir de cerebros de pollos recién sacrificados, utilizando el
procedimiento previamente descrito por Weisenberg (Weisenberg y col., 1968;
Weisenberg y Timasheff, 1970).

Los cerebros se limpiaron de meninges y vasos sanguineos, luego el tejido se lavé con
un volumen de amortiguador PMS (fosfato 10 mM, sacarosa 0,24 M MgCl, 0,5 mM, pH
7,0), al menos 2 veces. El tejido se homogeneizd en un volumen de PMS en una juguera
comercial a méaxima velocidad por 30 s. La suspension se centrifugd en una centrifuga
Sorvall RC 2B a 12.000 rpm en un rotor GSA por 30 min a 4°C. Se colectd el
sobrenadante, al que se agregé 17,7 g de sulfato de amonio por cada 100 ml; bajo
agitacion suave y continua. La mezcla se dejd precipitar por 10 min y se centrifugé en las
mismas condiciones antes mencionadas. Se colectd el sobrenadante y se agregé 7,1 g
de sulfato de amonio por cada 100 mL de solucién, se dejé precipitar por 10 min y se

centrifugd en un rotor GSA a 12.000 rpm por 30 min. Se descarté el sobrenadante y el
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precipitado se disolvié en el minimo volumen posible de amortiguador PMG (fosfato 10
mh, MgCl, 0,5 mM, GTP 0,1 mM, pH 7,0); se utilizé un homogenizador Potter de 20 mL.
La suspension se agregd a 50 mL de volumen hiumedo de DEAE-Sephadex previamente
equilibrada en PMG. La mezcla se dejé reposar por 5 min y se lavd 2 veces, en un
embudo Biichner, con amortiguador PMG que contenia adicionalmente KCl 0,4 M. Las
protefnas fueron eluidas de la resina utilizando amortiguador PMG que contenia KCI 0,8
M. Al eluido se agregé 24,8 g de sulfato de amonio por cada 100 mL, se dejé reposar por
10 min y se centrifugé en un rotor $S-34 a 12.000 rpm por 30 min a 4°C. Se descartd el
sobrenadante y el precipitado se suspendié en un minirho volumen de PMG e
inmediatamente fue aplicado a una columna de Sephadex G-25M (3 x 50 cm),
equilibrada en el mismo amortiguador. Se colectaron fracciones de 2 mL. Para identificar
las fracciones que contenfan la tubulina, se agregé a cada fraccion 2 a 3 gotas de una
solucién de MgCl; 0,5 M. Las fracciones que presentaron turbidez se aislaron y fueron
centrifugadas en un rotor $S-34 a 12.000 rpm por 10 min a 4°C. El precipitado de
tubulina se disolvié en el minimo volumen de amortiguador de almacenamiento (PMG
que contenia 1 M sacarosa) y se dializé contra el mismo amortiguador por toda la noche
a 4°C. En la mafana del dia siguiente, la muestra dializada fue alicuotada en volimenes
de 100 a 200 pL y las alicuotas se almacenaron a —80°C, hasta su posterior uso
experimental. E! rendimiento promedio de cada purificacion, utilizando como material de
partida 500 mL de tejido, fue entre 190 a 250 mg de tubulina pura.

Purificacién de dimeros de la tubulina

Parte de la tubulina cuando es purificada de acuerdo al método anteriormente descrito
se encuentra agregada en especies de bajo tamafio molecular, Los dimeros de tubulina

se separaron de los agregados por medio de una cromatografia de exclusion molecular
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en una columna de Sephacryl $-300 (0,5 x 25 cm) a un flujo de 0,5 mL/min a 4°C. La
proteina se detectd por absorbancia a 278 nm. Para todos los experimentos se utilizaron
solo las fracciones en el méximo del pico correspondiente a los dimeros de la tubulina.
La determinacién de las concentraciones de cada especie en los cromatogramas fue
realizada por deconvolucién del cromatograma usando el programa SpectraCalc. Los
picos componentes de cada experimento fueron ajustados a una mezcla de curvas
gausianas y lorencianas, a las que se les determiné el drea y se comparo con los

cromatogramas de concentraciones conocidas de tubulina.
Modificacién quimica de la tubulina con FITC

La tubulina se modificd covalentemente con isotiocianato de fluoresceina. El medio de
modificacién contenfa Hepes 25 mM, pH 7,5, tubulina 10 uM vy la reaccion se inicio por
adicién de una solucién concentrada del reactivo modificador de modo de obtener una
concentracion final de 40 puM. La reaccién de modificacién se incubé por 30 mina 4°Cy
se detuvo por cromatografia rapida en columnas de 1 mL de Sephadex G-25; éste paso
se repitié 2 veces. Para controlar que todo el reactivo no unido covalentemente a la
proteina fuera removido se realizd cromatografia en capa fina en placas de silica,
usando etanol 80% como solvente. Este experimento demostrd que mas del 95% de la

sonda no unida era eliminado por el procedimiento antes descrito.

Determinacién de la estequiometria de modificacion de la tubulina marcada con

FITC

La concentracién de proteina del derivado tubulina-FITC se determind por el método de

Bradford (Bradford, 1976). Para determinar [a concentracién de FITC unido, se midi6 la
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absorbancia a 499 nm y se utilizé un coeficiente de extincién molar de 70.000 M-icm-

(McKay y Jameson, 1991).
Ensayos de desnaturacién y renaturacion

La reaccién de desnaturacién se inicié diluyendo rapidamente (60 veces) la tubulina
nativa en amortiguador de plegamiento (Hepes 50 mM, pH 7,5, DTT 5 mM) con
diferentes concentraciones de GdmCI (Fig. 3). En el caso de la reaccién de renaturacion
se pracedié del mismo modo anterior, sélo que la muestra de tubulina fue previamente
incubada en amortiguador de plegamiento con GdmCl 5M por 5 h en hielo. Después de
diluir las muestras se incubaron por 60 min en hielo, antes de tomar las medidas de
fluorescencia y dicroismo circular.

En el caso de la unién del colorante 1,8 ANS, las muestras replegadas del modo antes
descrito, fueron incubadas con 1,8 ANS 50 pM, por una hora adicional antes de la

determinacion flucrométrica.
Ensayo de renaturacion por filtracién rapida

Los experimentos de renaturacién por filtracion rapida se realizaron utilizando un
sistema de cromatografia de aita presion Beckman System Gold modelo 127 y una
columna de filtracién molecular con matriz de silice, TSK3000sw, que posee un intervalo
de fraccionamiento entre 5K y 600K de peso molecular para particulas globulares. El
ensayo de renaturacién se realizo inyectando 20 pL de solucidn de proteina desnaturada
en amortiguador de plegamiento, ya indicado, mas NaCl 0,2 My GdmCI 5 M a [a columna
equilibrada en amortiguador de plegamiento sin desnaturante. El flujo utilizado para

todos los experimentos fue 1 mL/min, a no ser que se especifique de otro modo. La
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Tubulina 4 mg/mL Tubulina 4 mg/mL
Hepes 50 mM, pH 7.5 U‘e Hepes 50 mM, pH 7.5 Uﬂa
DTT 5 mM DTT 5 mM

GdmCl 0.0M 45M

Dilucién Répida
[Desnaturacién] 4°C ﬂ?enaturacién J

Tubulina 67 pg/mL
Hepes 50 mM, pH 7.5
DTT

GdmCl 0,0M 025M O50M.... . 45M

- Trintofanos
- 1,8 ANS
- Dicroismo Circular

Figura 3. Procedimiento experimental para realizar los estudios de desnaturacion
y renaturacion
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temperatura se controldé utilizando un bafio termorregulado Haake modelo G que
recirculaba agua a una camisa de vidrio que contenfa la columna. El volumen muerto
entre la muestra y la columna fue de 35 ulL, por lo que la maxima dilucién posible de la
muestra desnaturada fue de 1,5. La salida de la cromatograffa fue registrada con un

detector UV dispersivo marca Beckman, modelo 118 (Fig. 4).
Medidas de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular fueron tomados en un espectropolarimetro Jasco
720 (Japon). Los cambios en estructura secundaria fueron registrados en el intervalo de
210 a 250 nm de longitud de onda, se utilizaron cubetas de silice fundido de 0,1 cm de
paso 6ptico. El ancho de banda utilizado para todas las determinaciones fue 2 nm con
una constante de tiempo de 2 s. Cada espectro tomado representa el promedio de 3
barridos realizados por el instrumento. Durante las mediciones la temperatura se
mantuvo constante a 23°C. Las coniribuciones originadas por el solvente fueron

sustraidas en cada una de las mediciones.
Medidas de fluorescencia
Estudios de desnaturacién y renaturacién

Para las mediciones de fluorescencia se utilizd un espectrofluorimetro Perkin-Elmer
modelo LS-50 conectado a un computador personal IBM compatible. Los datos se
adquirieron usando el programa suministrado por la compafia fabricante del
instrumento. El andlisis de los espectros se realizd utilizando el programa SpectraCalc

(Galactica Corporation, USA). Los espectros de emision de triptofanos se colectaron
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) \ oo J Bomba de HPLC
Tubulina
Hepes 50 mM, pH 7,5 20 uL
DTT5mM _
GdmCI5 M 20 plt

F{enaturacién

COLUMNA

TSK 3000sw (14 mL)
Termoregulada
Equilibrada en

Hepes 50 mM, pH 7,5
DTT 5 mM

NaCl 200 mM

Detector U.V.
280 nm

Figura 4. Disefio experimental para los experimentos de replegamiento por
filtracién rapida




excitando a 295 nm y registrando la fluorescencia emitida entre 300 y 500 nm. En los
experimentos de unién de ANS, se excitd a 372 nm y se registré la fluorescencia emitida
a 478 nm. Las ranuras utilizadas en todas las determinaciones fueron de 5 nm, tanto
para el monocromador de excitacién como de emisién. La emision residual del solvente

fue substraida para cada espectro.
Estudios de intercambio de monémeros

La tubulina fue marcada con FITC de acuerdo al procedimiento descrito previamente. La
reaccion de intercambio se comenzé al agregar tubulina no marcada a tubulina marcada
con FITC y se midié por el aumento de la polarizacién producido por la perdida de la
transferencia de energia homogénea por la cercania de los fluoréforos en la proteina

marcada (Erijman y Weber, 1993).
Estudios de polarizacion, presion y tiempos de vida

Las medidas de fluorescencia inirinseca se realizaron en un espectrofluorimetro
ISS-PC1 (ISS Inc, Champaing, IL). Las determinaciones de polarizacién de
fluorescencia para FITC como para tubulina-FITC se realizaron en un
espectrofluorimetro SLM-Aminco modificado en el Laboratorio para Fluorescencia
Dinédmica de la Universidad de lllinois Urbana-Champaign. Se utilizdé como fuente de
excitacién un ldser de argdn ionizado sintonizado en una linea de emision a 488 nm.
Para colectar la emision de fluorescencia se utilizaron los filtros épticos apropiados (057
y 058 Hoya, Japon). En todas las determinaciones se utilizaron cubetas de cuarzo con 4
caras transparentes con un paso dptico para excitacién de 5 mm y para emisién de 10

mm. Para los experimentos en que se realizaron determinaciones a presiones mayores
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que la atmosférica se utilizé una celda de alta presion y las correcciones para la

polarizacién descritas por Paladini y Weber (Paladini y Weber, 1981b).

Las medidas de los tiempos de vida para el derivado de tubulina-FITC se realizaron en
un espectrofluorimetro de correlacién cruzada SLM modificado, en el Laboratorio de
Fluorescencia Dinamica de la Universidad de lllinois Urbana-Champaign (Spencer y
Weber, 1969). Se utilizé como fuente de excitacién un laser de argdn ionizado utilizando
la linea a 488 nm y la emisidn se colecté utilizando un filtro de paso altc Hoya 4-52. Los
valores de ios tiempos de vida fueron calculados utilizando el programa computacional

Global Analysis (Global Unlimited Inc., Urbana, lllincis, USA).
Andlisis de los datos de polarizacion estética del derivado tubulina-FITC

Los valores de polarizacion estatica encontrados para el derivado tubulina-FITC fueron

analizados utilizando la ecuacién de Perrin, como se indica a continuacidn.

Para el calculo de los tiempos de correlacion rotacional (@), los valores de polarizacion
(P) fueron transformados a valores de anisotropia (r) utilizando la relacién (1) (ver
proxima pagina). Se utilizé un valor de polarizacién limite para el fluoréforo FITC de 0,47
(valor aceptado para el rango de excitacion). El calculo del tiempo de correlacion
rotacional (@, en nseg) se realizd utilizando la ecuaciéon de Perrin (2) en la forma
despejada para @. Los valores de los tiempos de correlacion tedricos para el dimero de
tubulina, asi como para el mondmero, fueron determinados utilizando la ecuacion (3) en
que se utilizé un peso molecular de 100.000 y 50.000 para el dimero y el mondmero,
respectivamente, para la hidratacién (h} se utilizé un valor de 0,22 cm® de agua por

gramo de proteina y para el volumen especifico parcial (v ) un valor promedio de 0,75
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cm®/g de proteina. Una viscosidad (n) de 0,89 cP y una temperatura (T) de 23°C. EIR

utilizado fue 8,314 x 10" dinas cm mol™ K



RESULTADOS
Caracterizacién de la reaccion de renaturacién de la tubulina de cerebro de pollo

Estudios de espectroscopia de fluorescencia

La tubulina de cerebro de polio posee 4 residuos triptofano en cada mondmero (Figura
5), que estan ubicados, en el caso de la o-tubulina, en las posiciones 21, 346, 388 y 407,
y en la B-tubulina, en las posiciones 21, 101, 344 y 397. Esta sonda fluorescente
intrinseca es muy sensible a los cambios en la estructura terciaria e indica cambios en la

polaridad del entorno en el interior de la proteina.

Se estudio el efecto del agente caotrépico GdmCI sobre la emisién de fluorescencia de
los triptofanos de la tubulina en el proceso de desnaturacion y renaturacion. En la figura
6 se muestran los espectros de emision de la tubulina a diferentes concentraciones del
agente caotrdpico, tanto para la desnaturacién (Fig. 6 A) como para el proceso de
renaturacién (Fig. 6 B). En ambos casos se observa que a altas concentraciones de
GdmCl el maximo de emisidn se corre hacia la parte roja del espectro, con una
disminucién de la intensidad de emisién. Al analizar los cambios producidos (figura 7), se
observo que las curvas se superponen para el corrimiento del maximo y para el cambio
de la intensidad de emision, indicando que los procesos de desnaturacion como de
renaturacion siguen una secuencia similar de eventos. En el caso de la curva de cambio
de corrimiento del maximo (Fig. 7 A) se puede observar una transicidn sigmoidea, con un

D sqme de 1,5 M GdmCI, v para la intensidad se observa una caida de la emisién,

donde el D™ gymcr €5 de 1,4 M.
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a-tubulina

Figura 5. Disposicion de los residuos triptofanos en la estructura de la tubulina de cerebro
de bovino. Los residuos equivalentes en la tubulina de cerebro de pollo son: a-tubulina; 21, 346,
388 y 407, y en la B-tubulina; 21, 101, 344 y 397.
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Figura 6. Efecto de la concentracion de GdmCl sobre los especiros de emision de
fluorescencia intrinseca de la tubulina. A} La tubulina nativa fue desnaturada en soluciones de
amortiguador Hepes 50 mM, pH 7,5, DTT 5 mM que contenfan concentraciones crecientes de
agente caotrdpico (0 a 4,5 M), se incubd por 1 h a temperatura ambiente y se registraron los
especiros de emision de triptofanos. B) La tubulina desnaturada en 4,5 M GdmCl, fue renaturada
en las mismas condiciones descritas antes. La concentracion final de tubulina fue 50 pug/mlL en
todos los casos.
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Figura 7. Efecto de GdmCl sobre la emisién de fluorescencia de los triptofanos de [a
tubulina. Los especiros mostrados en la figura 1 fueron analizados para determinar los cambios
en las principales propiedades espectroscépicas, en el sentido de desnaturacion y renaturacion en
funcién de la concentracion de GdmCI, como se indica en la figura. A) Corrimiento en el maximo
de emision, B) Cambio de la intensidad en el méximo de emision. Los espectros fusron tomados a
temperatura ambiente a una concentracion de tubulina de 50 pug/mL en amortiguador Hepes 50
mM, DTT 5 mM, pH 7,5, a las concentraciones de GdmCI mostradas.
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Para estudiar el grado de pérdida de la rigidez de los residuos triptofanos en la estructura
que puede ser el reflejo del cambio en el movimiento, tiempo de vida o ambos, se
determind el cambio de la polarizacién de la emisidn de los triptofanos al desnaturar
como renaturar [a tubulina. En la figura 8 se muesira que la polarizacién disminuye al
aumentar la concentracién de GdmCI. Sin embargo, la curva de desnaturacién posee un
D*gumc: de 1,7 M contra 1,6 M para la curva de renaturacién; esto indica que existe
alguin grado de histéresis, donde los cambios de polarizacion asociados con el proceso

de renaturacion difieren levernente de los producidos en la desnaturacion.

Para estudiar en forma independiente la integridad de la estructura terciaria de la
tubulina, se determinaron las propiedades fluorescentes de la sonda ANS unida a la
tubulina nativa en el proceso de desnaturacion y renaturacion. Esta sonda se une a la
tubulina nativa, en una regidn con un ambiente hidrofébico que aumenta
significativamente su rendimiento cuantico. En el caso de la reaccidn de desnaturacion,
se determindé que el sitio de union se pierde en una transicion cooperativa con un
D**aamci de 1,3 M y que es capaz de recuperarse en aproximadamente un 80% en la

reaccion de renaturacion (Fig. 9).
Estudios de espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Para determinar el efecto de GdmCI sobre la estructura secundaria de la tubulina en el
ensayo de desnaturacion y renaturacion, se tomaron los espectros de dicroismo circular
en la regién UV lejana a diferentes concentraciones de GdmCI (Fig. 10}. Esta regidn del

espectro es la mas sensible a los cambios en la actividad dptica del enlace peptidico y
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Figura 8. Efecto de GdmCl sobre [a polarizacién de la emisién de los triptofanos de la
tubulina de cerebro de pollo. Después, de realizar la reaccion de desnaturacién o de
renaturacion a las distintas concentraciones de GdmCl indicadas en la figura se midio la
polarizacion de la fluorescencia de los triptofanos de la tubulina. La concentracion de tubulina fue
50 pg/mL en amortiguador Hepes 50 mM, DTT 5 mM, pH 7,5 a las concentraciones de GdmCl
mostradas. Las medidas fueron hechas a temperatura ambiente, de acuerdo a [o desctito en

Materiales y Métodos.

28



140 T T T |

—O— Desnaturacion
—&— Renaturacion -

120

100

I (9] o}
o o o

Emision de fluorescencia de ANS a 478 nm, U. A.
[\»]
o

GdmCl, M

Figura 9. Efecto de GdmCI sobre la estabilidad del complejo tubulina - acido 1,8 anilino
naftaleno suifonato (ANS). A soluciones de tubulina previamente desnaturada o renaturada a las
concentraciones de GdmCl indicadas se agregé ANS a una concentracidn final de 50 uM, se
incubd por 1 h a temperatura ambiente y se midié la emisién de la sonda. El solvente utilizado fue
Hepes 50 mM, DTT 5 mM, pH 7,5 y GdmCl, a las concentraciones indicadas.
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Figura 10. Espectros de dicroismo circular en la region UV lejano de tubulina a diferentes
concentraciones de GdmCI. Tubulina a una concentracion final de 50 pg/mL fue desnaturada
(A) o renaturada (B) a diferentes concentraciones de GdmCl en Hepes 50 mM, DTT 5 mM, pH 7,5.
Los espectros fueron tomados en atmdsfera de nitrégeno a una temperatura de 23°C.



por lo tanto a cambios conformacionales. La figura 10 A muestra el efecto del aumento
de la concentracién del agente desnaturante sobre [a estructura de la tubulina nativa,
donde la sefial mas negativa indica la proteina en estado nativo. La figura 10 B muestra
la recuperacion de la elipticidad al renaturar la tubulina completamente desplegada a las
diferentes concentraciones de GAmCI. Los especiros de CD a la maxima concentracion
de GdmCl en ambos casos (5 M), son los que corresponden a la tubulina en una
conformacién de ovillo estadistico (Lee y col., 1978). En la figura 11 se muestra la
integral de la sefial de CD entre 210 y 250 nm en funcién de la concentracion de GdmCl,
donde e! valor mas negativo corresponde a un mayor grado de estructura secundaria.
Las curvas para la desnaturacion y renaturaciéon se superponen, dentro del error

0%

experimental, dénde el D***anc: para la desnaturacion (o renaturacién) es 1,9 M.

Comparacion de los cambios en estructura terciaria y secundaria en la reaccién

de desnaturacién y renaturacion de la tubulina

Para comparar la propiedades medidas por espectroscopia de fluorescencia de
triptofanos, que representan cambios en estruciura terciaria, y los cambios producidos
en la estructura secundaria medidos por dicroismo circular, se determind la iraccion de
cambio (ver Materiales y Métodos) de las propiedades medidas en funcién de la
concentracién de GdmCI (Fig. 12). Se enconiré que la estabilidad de la estructura
secundaria es mayor que la de la terciaria y que estd dada por una diferencia de
estabilidad de aproximadamente 0,5 M GdmCl. Esto indica que existen concentraciones
de GdmCI en que existen intermediarios de plegamiento o miltiples formas que poseen
un bajo grado de estructura terciaria mientras mantienen un alto grado de estructura

secundaria. Por ejemplo, cuando la tubulina ha perdido un 50% de su estructura terciaria
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Figura 11. Desnaturacién y renaturacién de tubulina seguida por dicroismo circular en
funcién de la congentracién de GdmCI. Tubulina a una concentracién final de 50 ug/mL fue
renaturada o desnaturada a diferentes concentraciones de GdmCl en Hepes 50 mM, DTT 5 mM,
pH 7,5. Las medidas fueron tomadas en atmésfera de nitrégeno a una temperatura de 23°C.
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Figura 12. Efecto diferencial de la concentracion GdmCl sobre la estructura de [a tubulina
abservada por dicroismo circular y fluorescencia de triptofanos. Los experimentos fueron
realizados en las mismas condiciones descritas anteriormente (figuras 1 y 5). La desnaturacion y
la renaturacion fue seguida por el cambio en intensidad del maximo de emisién a 338 nm (] ;
corrimiento de el maximo de emisién de triptofanos (A,A) y cambio en la integral de la elipticidad
entre 220 y 250 nm de los espectros de dicrofsmo circular (@,0).




aun posee un 80% de su estructura secundaria. Estos resultados sugieren la formacion

de intermediarios en equilibrio con las caracteristicas de un “gldbulo fundido”.

Cabe destacar que los cambios en las propiedades espectroscopicas observados
corresponden principalmente a efectos producidos sobre las subunidades disociadas,
pues, en estudios de desnaturacion en columnas de filtracion molecular (Supherose
12/HR, Pharmacia, Suiza), en condiciones de equilibrio, se encontré que la disociacion
del heterodimero se producia a concentraciones de GdmCl menores a 0,5 M (resuitados

no mostrados).
Estudios de renaturacion por filtracién molecular rapida

Los intentos de replegamiento de proteinas in vitro, generalmente se realizan diluyendo
rapidamente la proteina desnaturada en un medio de replegamiento adecuado, de modo
de disminuir la concentracién de agente caotrdpico (GdmCl o urea) a niveles en que no
tiene propiedades desnaturantes (< 0,1 M en la mayoria de los casos). Ademas, se
utilizan concentraciones de proteina muy bajas de modo de favorecer sélo las
interacciones especificas, evitando favorecer las vias cinéticas de agregacion. La
cromatografia de filtracion molecular ofrece ventajas similares para la obtencion de
proteinas replegadas. Con un sistema de cromatografia de alta presion y una columna
de alta resolucion, es posible separar en forma rapida y eficiente el agente desnaturante
de la proteina desnaturada y a su vez ofrecer un ambiente de mayor dilucién (matriz de la
columna) para la reaccion de renaturacién. Este meétodo de renaturacion ofrece ventajas
en el caso de proteinas oligoméricas, donde la formacién de la estructura terciaria es

répida y la asociacion entre subunidades es mas lenta.
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La tubulina es una protefna que tiene la propiedad intrinseca de autoasociarse y formar
polimeros de alto peso molecular. Al analizar [a reaccion de replegamiento de esta
proteina por filtracion rapida, se obtiene un cromatograma complejo (Fig. 13 A) en que
se observan varias especies discretas de agregacion y formas de alto peso molecular
que son excluidas de la matriz (V,). Al comparar el volumen de elucion de las formas
originadas en la reaccién, con proteinas de masa molecular conocida (Fig. 13 B), se
determind que las especies asociadas eran multiplos de la masa molecular del dimero
de tubulina, lo que muestra que la tubulina al replegarse es capaz de asoclarse en forma
muy rapida como dimero, a partir del cual, se generan en forma discreta una serie de
oligémeros. El analisis de la composicién de los oligémeros, asi como de la especie
dimérica, por electroforesis en condiciones desnaturantes, muestra que existen iguales
proporciones tanto de o como de f§ tubulina en los picos analizados, y no se detecta la
presencia de otros contaminantes (resultados no mostrados). La secuencia de la
formacion de las especies de tamario molecular mayor al dimero, por vias paralelas a la
de formacion del dimero, se investigd por recromatografia de la especie que posee Ia
masa del dimero. Estos experimentos mostraron que el dimero replegado es capaz de
formar las especies de alto peso molecular lo que sugiere un mecanismo secuencial
(Fig. 14). Cabe destacar que el proceso de polimerizacion del dimero es dependiente de
la temperatura, pues el cromatograma de la muestra incubada a 25°C y filtrada presenta
sblo la especie que es excluida de la matriz, no asi la muestra incubada a baja
temperatura (10°C), que después de 1 o 2 horas muestra cantidades significativas de la

especie dimérica (Fig. 14 B).

Para demostrar que el precursor de las especies de alto tamafio molecular era el dimero,

se realizaron estudios a concentraciones variables de proteina (Fig. 15) y se analizé el
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Figura 13. Caracterizacién de los productos de renaturacion por filtracion molecular rapida
en HPLC. Tubulina desnaturada en amortiguador Hepes 50 mM, DTT 5 mM, GdmCI 5 M, pH 7,5
fue inyectada en una columna de filtracién molecular de alta presién equilibrada en el mismo
amortiguador en ausencia de GdmCl a 25°C a un flujo de 1 mL/min. (A) Cromatograma de las
especies presentes en el ensayo. (B} Determinacion de las masas moleculares de los productos
de renaturacion por filtracién rapida. (@) Especies presentes en A, { O) Estandares de peso
molecular detalles en Materiales y Métodos. Los nimeros entre paréntesis indican la razén entre
la masa molecular encontrada y la masa molecular del heterodimero de tubulina (100.000}).
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Figura 14. Recromatografia del heterodimero renaturado de tubulina. (A) Se renaturé
tubulina (2,8 mg/mL) completamente desplegada por filtracion rapida a 10°C, se colecté la
proteina mostrada en la regién achurada. Una parte de la muestra colectada fue mantenida a
10°C y ofra fue incubada a 25°C. (B) Ambas muestras fueron recromatografiadas a las
temperaturas indicadas.

37




15

Absorbancia a 280 nm x 10
o )
] |
Absorbancia a 280 nm x 10°
B (o]
| 1
;é |

(o2}
~J
o
w

3 4 5 6

Volumen de elucion, mL

Figura 15. Efecto de la concentracién inicial de tubulina sobre el cromatograma de
renaturacién por filtracién molecular rapida. Tubulina desnaturada en 5 M GdmCl fue
renaturada por filtracién molecular rapida en concentraciones que variaron entre 1,75 y 28 uM
dimero, donde la absorbancia es proporcional a la concentracion de proteina. El cromatograma se
separ6 en las partes A y B para mostrar las especies de menor absorbancia. El ensayo se realizé
en amortiguador Mepes 50 mM, DTT 5 mM, NaCl 0,2 M, pH 7,5. a 25°C a un flujo de 1 mL/min.
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efecto sobre la proporcion de las especies agregadas (Fig. 16A). Los cromatogramas
muestran que al aumentar la concentracién de proteina se favorece la formacion de
agregados y la proporcién de la especie dimérica decae exponencialmente junto con el
aumento de la proporcién de las especies de alto peso molecular. Estos resultados

sugieren que el dimero es el precursor de los oligémeros.

Para evaluar el efecto de la velocidad en que el GdmCl se separa de [os mondmeros
sobre la velocidad de formacion de los agregados, se varié la velocidad de flujo de la
columna, de 0,125 mL/min a 1 mL/min. La figura 17 muestra que la cantidad de especies
agregadas en el volumen de exclusiénh decrecen en forma proporcional con el aumento
del flujo, la forma dimérica de la tubulina y los otros agregados incluidos se incrementan
al aumentar el flujo. Estos resultados indican que la formacion del dimero es muy rapida,
y por lo tanto, se favoreceria la formacidn de las especies de mayor tamafio molecular.
También se analizd el efecto del tiempo de residencia del solvente en la columna y su
efecto sobre la distribucién de especies (Figura 17 B). Se encontré que los valores de
relajacion (vidas medias) para las especies estudiadas fueron similares: 1,2 min para el
dimero, 1,4 min para las especies incluidas y 1,3 min para el agregado excluido.
Ademas, se puede observar que a tiempo cero de residencia en la columna (flujo
infinito), la proporcidn de dimeros y agregados incluidos son similares (43% cada uno} y
de agregado excluido, 14%. Estos resultados indican que los procesos de renaturacién y
asociacién del dimero y su posterior polimerizacion son mucho mas rapidos que la
escala de tiempo observada en los experimentos (min). A tiempos de residencia muy
largos (mayores que 6 min/mL), se observd que el progreso de la polimerizacion en la

practica se detiene, alcanzando el equilibrio.
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Se estudié en detalle el efecto de la temperatura sobre la formacion de agregados. Se
realizaron los ensayos de renaturacion a distintas temperaturas (Fig. 18). Estos
cromatogramas mostraron que la formacidn de agregados depende directamente de la
temperatura (Fig. 18 B), donde al mantener la concentracion de tubulina constante y
realizar el ensayo a 4°C la proporcidén de la especie dimérica es aproximadamente 60%
de la proteina total, mientras que a 32°C es menos de 20%. Debido a que la reaccion de
polimerizacién se encuentra alejada de las condiciones de equilibrio, figura 17 B, se
realizé un analisis de Arrhenius, figura 19, en que se encontrd una energia de activacion
de 11,3 Kcal/mol, lo que indica que la reaccién de formacién de los productos
(agregados excluidos) requiere solo una pequefia cantidad de energia para impulsar la

reaccion a través de los intermediarios.

Efecto de GTP sobre la reaccidn de renaturaciéon de la tubulina por filtracién
rapida

En la figura 20 se muestra la diferencia entre los cromatogramas en presencia y
ausencia de GTP 56 pM a 24°C. Este experimento muestra que GTP, en las condiciones
de replegamiento usadas, es capaz de estabilizar en aproximadamente 10% la especie
dimérica (calculado de la diferencia entre ambos cromatogramas). Estos resultados
indican gue el nucledtido GTP no tiene un papel fundamental en la via de renaturacion in
vitro de la tubulina y no es un factor preponderante en la formacion de la especie

dimérica y su posterior asociacién en especies de alto tamafic molecular.
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Figura 16. Efecto de la concentracion inicial de tubulina sobre la distribucién de estados
de asociacion en el ensayo de renaturacién por filtracién rapida. (A} Porcentaje de cada
especie en funcién de la concentracion inicial de tubulina; (@) dimeros, (A} 2 veces dimero, (¥)
otros agregados incluidos en la columna y () estados excluidos. (B) Analisis de la cantidad de
dimero y proteina total en el ensayo. Los volimenes de elucidn de cada especie fueron
determinados por andlisis de segunda derivada de los cromatogramas. La cantidad de protefna en
cada especie fue determinada por deconvolucién de los cromatogramas en los picos que los
componen. La funcién utilizada para sintetizar [as curvas a ser utilizadas en el ajuste, fue una
mezcla: 50% gausiana y 50% lorenziana. Las condiciones experimentales fueron las descritas en

la figura 15.
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Figura 17. Efecto del flujo de solvente en la columna sobre la distribucién de estados de
asociacion en el ensayo de renaturacion por filtracién molecular rapida. (@) Dimeros, (A)
otras especies incluidas y (W) agregado excluido. La concentracién inicial de tubulina utilizada fue
2 mg/mL a 25°C. Los porcentajes de las especies fueron calculados como se describié en la
figura 16. En B se muestran los valores de {lujo transformados a tiempos de residencia.
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Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la distribucién de estados de asociacion en el
ensayo de renaturacién por filtracién rapida. (A) 20 uL de tubulina, 0,56 mg/mL, desnaturada
en Hepes 50 mM, DTT 5 mM, NaCl 0,2 M, GdmCI 5 M, pH 7,5 fue inyectada a una columna
TSK-3000 de filtracién molecular equilibrada en Hepes 50 mM, DTT 5 mM, NaCl 0,2 M, pH 7,5 a
un flujo de 1 mL/min. (B) Cuantificacién del efecto de la temperatura sobre la distribucién de
estados de agregacion en el ensayo de renaturacion por filtracion rapida: (@) dimeros, (l) 2 veces
el dimero, (A) 3 veces el dimero, (W) otras especies incluidas por la columna y (@) agregados
excluidos, Las proporciones de cada componente en el cromatograma fusron determinadas
utilizando el método descrito en la figura 186.
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Figura 20. Efecto de GTP sobre la renaturacién de la tubulina por filtracién molecular
rapida. La tubulina fue desnaturada en amortiguador de renaturacion en presencia de GdmCI5 M
y cromatografiada en una columna de filtracién molecular Sephacryl S-300 (40 cm x 3 cm)
equilibrada en el mismo amortiguador. Las fracciones que contenian [a proteina fueron
colectadas, concentradas en Centricon 30 (Amicon) a 0,6 mg/mL y se realizé el ensayo de
renaturacién por filtracion rapida a 24°C. Para el ensayo en presencia de GTP, tanto la proteina en
medio de desnaturacion asf como la columna, contenian la misma concentracion de nucledtido.
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Reaccion de plegamiento de la tubulina de cerebro de bovino

Para comparar la reaccion de renaturacion de la tubulina de cerebro de pollo con
tubulina de otra fuente, se realizaron los experimentos de filtracidn rapida y fluorescencia
con la tubulina de cerebro de bovino. Se determind que por filtracidn rapida la tubulina de
cerebro de bovino exhibe las mismas caracteristicas que la de pollo: el mismo tipo de
patrén de autoasociacion y una dependencia similar con la temperatura (Fig. 21). Esto
indica que no existen variaciones significativas de [a reaccion de plegamiento por
filtracién rapida para ambas tubulinas. Al comparar el efecto de GdmCl sobre la emision
de fluorescencia de los triptofanos de la tubulina de cerebro de bovino con la de cerebro
de pollo, se encontré el mismo efecto sobre los espectros de emision, tanto para el
cambio en intensidad como corrimiento. El Dm%edmc. para la desnaturacion de tubulina
de cerebro de bovino fue a 1,4 M, tanto para las transiciones en la deshaturacién y
renaturacion (Fig. 22). Estos estudios permiten afirmar que la caracteristicas de
renaturacion de la tubulina de pollo estudiada por fluorescencia vy filtracién rapida, son
comunes a tubulinas de otras fuentes y por ésto se constituye en una herramienta de

caracterizacidn apropiada.

Envejecimiento de la tubulina y especies asociadas por replegamiento en

filiracion rapida.

La tubulina posee la caracteristica de ser una proteina muy inestable y tener un tiempo
de vida funcional muy corto, en relacion a otras proteinas. La relacién entre el
envejecimiento y agregaciéon fue analizada por filtracion rapida. En la figura 23 se
muestra la comparacion entre los cromatogramas de la tubulina de cerebro de pollo

renaturada por filtracidn rapida y la que fue envejecida por 24 h a 4°C. Los resultados
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Figura 23. Cromatcgramas de la tubulina replegada por filtracidn rapida y envejecida. (A)
La tubulina fue replegada a una concentracion de 0,6 mg/mL en las condiciones descritas en
Materiales y Métodos. (B) El envejecimiento de la tubulina se realizé en amortiguador fosfato 10
mM, pH 7.0, MgCl; 10 mM, EGTA 0,1 mM y GTP 0,1 mM por 24h a 4°C y posteriormente se
cromatografié en la columna TSK-3000 equilibrada en amortiguador de replegamiento.
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muestran que la tubulina envejecida es capaz de formar el mismo tipo de especies
agregadas que la tubulina replegada por filtracion rapida (Fig. 23 A), lo que sugiere gque
el dimero en ambos casos adquiere una conformaciéon comun que da origen a los

mismos oligémeros.

Caracterizacién de la dinamica del equilibrio quimico mondmero-dimero de la

tubulina

La tubulina es una proteina heterodimérica de masa molecular 100.000 compuesta de
a- y B-tubulina en una estequiometria 1:1 en el heterodimero funcional. Nuestro interés
se centird en el estudio del intercambio de los monémeros en condiciones de equilibrio
por medio de la técnica de transferencia electrénica de energia homogénea entre
fluordforos. El principio de esta técnica se basa en la pérdida de la polarizacidn de
fluoréforos idénticos debido a su proximidad en el espacio. La tubulina fue marcada al
azar con isotiocianato de fluoresceina, que es un reactivo que modifica quimicamente

los residuos con grupos aminos en las cadenas laterales (Arg y Lys).

El heterodimero fue marcado en el estado dimérico (concentraciéon de dimero mucho
mayor que su constante de disociacién) y la incorporacién, medida de acuerdo a lo
descrito en Materiales y Métodos, fue de 1,2 £ 0,1 moles de FITC por mol de
heterodimero de tubulina. No se intentd disminuir el grado de marcacidn, pues se
detectd que la proteina a estos niveles de marcacion era mucho mas estable que [a
proteina nativa en el tiempo. Se supuso que la marca se distribuye al azar en los
heterodimeros y se calculd la distribucion de la marca utilizando una funcidn de Poisson,
que se caracteriza por presentar valores bajo la media mas a menudo que sobre ésta,

del modo que se explica a continuacion.
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En que X representa el evento al que se quiere calcular la probabilidad y pes el
promedio de la ocurrencia del evento al que se desea calcular [a probabilidad (1,2 moles
de FITC por mol de tubulina). En el caso de la incorporacion, se determiné que para un X
de 2 moles de marca por heterodimero, la probabilidad era de 22% y para 1 mol de

marca era de 36%.

La proteina marcada de este modo no pierde sus propiedades de ensamblaje y se
determind que posefa una concentracién critica de 1,2 mg/mL, levemente mayor que la
proteina no modificada, que usualmente es 1 mg/mL (Gaskin y col., 1974) (resultados no

mostrados).

Para demostrar la pérdida de polarizacion por transferencia de energia homogénea, se
midid el espectro de excitacion con luz polarizada tanto para la proteina marcada, como
para la tubulina intercambiada. En la figura 24 se muestra el aumento de la polarizacion
en la protefna marcada con FITC cuando la excitacién alcanza el lado rojo del espectro
de emisién del fluoréforo (FITC). De una polarizacion de 0,24 a 485 nm se alcanza una
polarizacién de 0,33 a 520 nm, siendo éste el lado rojo del espectro de emision. Este
resultado demuestra la transferencia de energia homogénea por cercania de fluoréforos
(Weber y Anderson, 1969). Ademas, se muestra el espectro de excitacidn con [uz
polarizada de tubulina marcada con FITC incubada por 1 h a 25°C, con un gran exceso
de tubulina no marcada. Este espectro no muestra el efecto antes mencionado lo que
indica que no existe despolarizacion por cercania de fluoréforos debido a que la marca
se ha diluido enire los monémeros no marcados, fenémeno conocido como intercambio.

Sin embargo, cabe destacar que usualmente en este tipo de experimentos se observa
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Figura 24. Espectro de excitacion con Iuz polarizada de tubulina marcada con
isotiocianato de fluoresceina y de la intercambiada con tubulina sin marca. (@)
Espectros de excitacién con [uz polarizada para tubulina marcada con FITC (1,2
moles/mol de dimere) a una concentracion de 4,7 pM en amortiguador Hepes 25 mM,
DTT 5 mM, pH 7,5 a 25°C (l). La misma muestra se diluyé con tubulina no marcada a
una concentracion final de tubulina-FITC de 0,16 uM y tubulina no marcada de 5 pM. Las

muestras se incubaron por 1 h a 25°C y se midié el espectro de excitacion. Las barras de

error corresponden a la desviacion estandar de 3 medidas.
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que ambos espectros de polarizacion poseen un punto isosbéstico en el lado rojo, en
este caso esta caracteristica no es observada, y la razén para esta diferencia podria
deberse a una interferencia producida por luz dispersada por la solucién de proteina, lo

que producirfa un valor andémalo de polarizacién.

También se decidié estudiar las propiedades del derivado tubulina-FITC frente a la
dilucién, pues, esto nos permitiria determinar la constante de disociacion de la tubulina
marcada, asi como, el comportamiento de la pérdida de la polarizacidn en funcién de la
dilucién comparado con un proceso clésico de disociacion. Se determind el efecto de la
dilucién sobre los valores de la polarizacion del derivado tubulina-FITC intercambiado y
se observd una disminucion de la polarizaciéon desde 0,31 a 0,05 en un intervalo de
concentraciones desde 1 x 10° a 5,2 x 10 M (figura 25A). Estos valores de polarizacién
fueron convertidos a grado de disociacién (a), figura 25B, y se encontrd que 50% de
disociacion ocurre a 8 x 107 M. Este valor corresponde al de la constante de disociacién
del dimero, y esté en buen acuerdo con los valores encontrados en la literatura (Detrich
y Williams, 1978; Mejillano y Himes, 1989; Panda y col., 1992; Sackett y col., 1989). Sin
embargo, de acuerdo al tratamiento de un equilibrio clasico dimero-mondmero el 80%
central (desde 10 a 90%) del grado de disociacion se debe expandir en un nimero
cercano a las 2,86 unidades logarftmicas (Weber, 1992). En nuestro caso se enconird
que este valor correspondia a 1,5 unidades logaritmicas, lo que de acuerdo a Weber
corresponde a un fendmeno de deriva conformacional, que implica que las subunidades
tienen una conformacion diferente en el estado disociado que en el estado dimérico. Un
punto que es importante mencionar es el de las magnitudes de los cambios en
polarizacién encontrados a! disociar al dimero de tubulina: cambios en polarizacion de

0,26 entre el estado asociado y el estado disociado del dimero son incompatibles con
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Figura 25. Efecto de Ia dilucién sobre el derivado tubulina-FITC. (A) Efecto de la dilucion
sobre la polarizacién del derivado tubulina-FITC. (B) Los valores obtenidos en A fueron
transformados a grado de disociacion, utilizando Ia relacion o = [1+ Q(r-Fmonsmero/Tdimero-r)], donde r
corresponde a la anisotropia y Q a la razén entre el rendimiento cudntico del Dimero vy el
Monémero: en éste caso se utilizé un valor de 1. El derivado utilizado fue incubado a 232C por 2 h.

La temperatura fue controlada a 23°C.
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una disociacién de particulas rigidas del tamafio del mondmero y mas bien indican que la
dilucién produce un cambio muy grande en la movilidad local de fluoréforo (esto se
analizara en detalle mas adelante en la seccién Analisis de los valores de
polarizacién y medidas de tiempos de vida para el derivado tubulina-FITC), lo que
también sugiere que al disociarse los monémeros cambian a una conformacion diferente
a la que poseen cuando forman el dimero, conformacion que seria mas flexible y

permitiria el aumento de la movilidad del fluoréforo.

La determinacidn de la cinética de intercambio de mondmeros y su dependencia de la
concentracién total de dimeros es importante, pues permite dilucidar si el intercambio de
éstos depende de! estado de asociacién de la proteina. La figura 26 muestra que la
reaccién de intercambio es independiente de la concentracién de dimeros, pues las
constantes cinéticas de intercambio no son significativamente diferentes cuando la
reaccién de intercambio se realiza con la proteina disociada (baja concentracion de
tubulina) o con proteina en estado dimérico: las constantes de velocidad medidas fueron
0,12 min™ para el intercambio utilizando proteina marcada disociaday 0,13 min™, cuando
se utilizé tubulina marcada a alta concentracién (estado dimérico). Estos resultados
sugieren que la etapa limitante de la reaccion de intercambio es la velocidad de
disociacién del dimero, y que la velocidad de asociacién es mucho mayor que la
velocidad de intercambio. Por lo tanto cuando se mide el intercambio se estd midiendo
en forma directa la velocidad de salida de mondémeros del dimero (disociacién). Esto
concuerda con la rapida formacion del heterodimero en los experimentos de

renaturacion.

Otro parametro que es imporiante determinar en la dinamica del equilibrio

monodmero-dimero es la dependencia de la temperatura de la velocidad de intercambio,

55




T T T T

0.32 -
c
0
S 0.30 -
N
K
@]
o

0.28 -

A
0.26 1 1 I [
0 10 20 30 40 50
Tiempo, min
0.4 ] 1 T i
=
N
Q
©
N
ks
=]
o
B

0.1 T- 1 1 1 l i
0

10 20 30 40 50

Tiempo, min

Figura 26. Efecto de la concentracion total de dimeros sobre la velocidad de intercambio
de mondémeros. Se determind el intercambio de mondmeros a 25°C en amortiguador Hepes 25
mM, DTT 5 mM, pH 7,5. (A) Tubulina-FITC 5 pM, tubulina no marcada 10 pM. (B) Tubulina-FITC
0,2 uM, tubulina no marcada 4,6 M. La concentraciones son las finales en el ensayo.
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pues esto permite medir cuantitativamente [a magnitud de la barrera de energia de
activacion que presenta el proceso de intercambio. La figura 27A muestra las cinéticas
de intercambio en el intervalo de temperatura entre 3,5°C a 27,4°C donde la variacion en
tiempos de relajacion para el intercambio varian de aproximadamente 25 mina 3,5°Ca 5
min a 27,4°C, lo que indica que la reaccidn tiene una fuerte dependencia de la
temperatura. En la figura 27B se muestra el grafico de Arrhenius en que se obtiene un
valor de 20 Kcal/mol para la barrera de energia de activacién para el intercambio. El valor
corresponde a la cantidad de energia necesaria para separar los mondmeros del

heterodimero de tubulina en el solvente empleado.

En la figura 28 se muestra la cinética de la pérdida de polarizacion del dimero al diluirlo
desde una concentracion de 5 pM a 0,15 uM. La cinética se caracteriza por un progreso
bifasico con tiempos de relajacion de 3 y 60 min, lo que hemos interpretado como las
fases de disociacion y deriva conformacional, respectivamente. Al agregar una alta
concentracion de dimeros (2,4 puM) se restablece la polarizacién del dimero
intercambiado con un tiempo de relajacion de 12 min, lo que se interpreta como la suma

entre la velocidad de asociacién e intercambio.

Estudios de desnaturacién y disociacion de Ia tubulina por medio del aumento en

la presion hidrostatica

El objetivo de estos experimentos fue caracterizar el efecto de la presion hidrostatica
sobre el equilibrio dimero-mondmero en la tubulina con el objeto de determinar el grado
de acceso que el solvente tiene a las interfases del heterodimero. La presién hidrostatica
ha sido utilizada desde hace largo tiempo en la determinacion de las constantes de
disociacion de un gran nimero de proteinas oligoméricas y agregados supramoleculares

(Gross y Jaenicke, 1994; Silva y col., 1996; Silva y Weber, 1993). Las metodologias

.
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Figura 27. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de intercambio de mondmeros de
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indicadas. (B) Grafico de Arrhenius para el célculo de la energia de activacién involucrada en el
intercambio. Las concentraciones utilizadas fueron; para tubulina-FITC 0,2 pM y 4,0 pM para
tubulina no marcada.
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Figura 28. Disociacion, deriva conformacional e intercambio de menémeros observades
por transferencia de energia homogénea. Tubulina-FITC 5 uM fue dilufda a 0,15 pM y se siguié
el cambio en polarizacién por 1 h, luego al mismo ensayo se agregd tubulina no marcada a la
concentracion indicada y el proceso de intercambio se siguio por 1 h. El experimento se realizé a
25°C.



usualmente empleadas para determinar el grado de disociacién de una protelna en
funcién de la presién son: determinacion del grado de corrimiento al rojo de la
fluorescencia intrinseca de la proteina, principalmente la debida a residuos triptofanos y
determinacion del cambio de polarizacion de alguna sonda covalentemente unida a la

proteina dimérica bajo estudio (Paladini y Weber, 1981a).

La figura 29 muestra el efecto de la presion sobre la fluorescencia intrinseca de la
tubulina. Una solucién 3,6 uM de dimero fue excitada a 295 nm y los espectros de
emision se registraron a diferentes presiones en el intervalo entre presion atmosférica y
2,6 kbar (aproximadamente 2500 atmdsferas), la figura 29 A muestra el efecto sobre los
espectros de emision de la tubulina. El espectro a 2,6 kbars se caracieriza por un
corrimiento de aproximadamente 12 nm hacia el rojo y una pérdida del rendimiento
cuantico de aproximadamente 30%. Al restablecer la presion atmosférica se recupera el
maximo de emision original pero el rendimiento cuantico permanece bajo y no se
recupera. La figura 30 muestra de modo cuantitativo los cambios en el maximo de
emisién {en [a forma de centro de masa, que es una forma mas exacta de determinar la
energia promedio de la emisién de un fluoréforo (da Poian y col., 1995)). Para determinar
si los cambios en los centros de masa en funcién de la presion son el producto de la
disociacién del dimero de la tubulina, fue necesario analizar el efecto de la concentracién
sobre esta tendencia. Al disminuir 10 veces la concentracion de proteina, el cambio del
centro de masa producido al aumentar la presion mostré la misma tendencia aunque la
proteina disociada presenta un centro de masa menor; la diferencia se mantiene al
disminuir la presion a 1 atmésiera (figuras 30A y 30B). Los resultados indican que el
cambio espectroscopico observado es independiente de la concentracion y por lo tanto

es consistente con la desnaturacion de la tubulina inducida por presién, mas que con un
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Figura 29. Efecto de la presién hidrostatica sobre la emision de fluorescencia intrinseca de
la tubulina. (A) Espectros de emisién de [a tubulina en estado nativo, comprimida a 2,6 kbary a
presién atmosférica después del ciclo de compresion (ret). (B) Cambio del rendimiento cuantico
de la emision intrfnseca de la tubulina en funcién de la presion hidrostatica. Las flechas indican el
sentido del cambio de presion. La concentracion de proteina fue 3,6 uM en amortiguador Tris-HCI
50 mM, DTT 5 mM, pH 7,5. a 23°C.
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Figura 30. Efecto de la concentracién de proteina sobre el cambio del centro de masa de la
emision de triptofanos en funcién de la presién hidrostética. (A) Tubulina 3,6 pM. (B)
Tubulina 0,36 ulM. Las condicicnes experimentales se describen en la figura anterior.
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proceso de disociacion. En la figura 31 se muestran los graficos para la determinacion
del cambio de volumen molar de la reaccién de desnaturacién por presién. Se analizd el
cambio espectroscopico como un fendmeno de primer orden, asociado a la
desnaturacién de la proteina y se determind el cambio de volumen molar producido (AV),

el valor obtenido fue de 40 mL/mol de dimero.

La relacién empleada en este caso es:

n 1

K =ﬂ_ (1)

P 1-a

o
A @
pav
Kp = Katme RT (3)
pAV

InK, =InK,y, + (4)

RT

donde K; es la constante de equilibrio dependiente de la presién. En la ecuacién (1) se
muestra la relacién con respecto al grado de disociacion o (o de desnaturacién) y la
concentracién de proteina C para un polimero de orden n. En este estudio, se observé un
proceso independiente de la concentracién de proteina, por lo tanto el parametro n es
igual a 1 y la ecuacion (1) se transforma en la ecuacién (2). En la ecuacién (3) se muestra
la relacion entre K, la constante de equilibrio a presion atmosférica Kam, €l cambio

estdndar de volumen de la reaccién AV y la temperatura T . Al linearizar la ecuacion (3)
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Figura 31. Calculo del cambio de volumen molar producido por el cambio de presion
hidrostatica. (A) Fraccion de cambio del centro de masa de la emisién intrinseca de fluorescencia
de la tubulina a las concentraciones indicadas. (B) Gréafica secundaria para la determinacién del
cambio de volumen molar producido por la compresion. Se utilizd un modelo de desnaturacidn,
debido a que la propiedad medida durante el ciclo de compresion es independiente de la
concentracién de protefna. Las condiciones experimentales se describen en la figura 29.
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se obtiene la ecuacién (4) donde al graficar [nKp, v/s p, se obtiene una linea recta con

una pendiente igual a AV/RT (Weber, 1986).

Para determinar la posibilidad de disociar a la tubulina sin la interferencia del proceso de
desnaturacién observado por la fluorescencia de los triptofanos, se utilizo el derivado
tubulina-FITC en que es posible determinar el grado de disociacion por medio de
cambios de polarizacién de la sonda. En la figura 32 se muestran las curvas de presién
para tubulina marcada con FITC a dos temperaturas, y en estado dimérico (alta
concentracion) no se observaron cambios en la polarizacion en funcion del incremento
de presion hidrostética, 1o que se controlé incluso con proteina intercambiada (Fig. 32A).
Estos estudios indican que la tubulina no es un dimero susceptible a disociacion por
presion. Para confirmar si este efecto (favorable para la asociacidn), al contrario de [o
encontrado para la generalidad de las proteinas, se realizé el mismo tipo de experimento
con la tubulina FITC, solo que esta vez la proteina se encontraba parcialmente disociada
(concentracién de 0,5 pM). La figura 33 muestra que al incrementar la presion la
polarizacién aumenta. En el recuadro se muestra la cinética de recuperacion de la
polarizacion al retornar a presién atmosférica, dénde se alcanza la polarizacion inicial,
revelando [a reversibilidad del efecto de la presién. Los resultados pueden explicarse por
dos conclusiones complementarias, 1) La tubulina se asocia al incrementar la presion
hidrostdtica; 2) La conformacién derivada por dilucion es desfavorecida por el
incremento en la presién hidrostdtica y por lo tanto se estabiliza la conformacion més
rigida del monémero. Este es el primer caso conocido de una proteina en que la presion

hidrostatica promueve la asociacion de un dimero.
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Figura 32. Efecto de la presion hidrostatica scbre la polarizacién de la tubulina modificada
con FITC e intercambiada. El experimento se realizé en amortiguador Tris-HCI 50 mM, DTT &
mM, pH 7,5. Otras condiciones experimentales se describen en Materiales y Metodos.
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Figura 33. Efecto de Ila presién hidrostdtica sobre la polarizacion de la tubulina-FITC
parcialmente disociada por dilucién. En el inserto se muestra la cinética del retorno sobre la
polarizacién del derivado a presién atmosférica. La tubulina fue previamente intercambiada y fue
utilizada a una concentracion de 0,15 @M en amortiguador Tris-HCI 50 mM, DTT 5 mM, pH 7,5. a
24°C.
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Anilisis de los valores de polarizacion y medidas de tiempos de vida para el

derivado tubulina-FITC.

La polarizacion de fluorescencia es una propiedad que depende del tiempo de vida de la
emisién de la sonda empleada. Por lo tanto, fue necesario averiguar si los cambios en
polarizacién solo eran funcién del estado de proximidad de los fluoréforos y no de
variaciones en los tiempos de vida de la sonda FITC. Se determinaron los tiempos de
vida de FITC unido a la tubulina: en la forma modificada no intercambiada (P = 0,24),
modificada intercambiada con tubulina no marcada (P = 0,33) y la forma intercambiada
diluida (P = 0,08). Se utiliz6 fluorometria de fase y desmodulacion. La Figura 34 muestra
la gréfica para las mediciones de cambio de fase y cambio de modulacién de la emisién
para los distintos estados de la tubulina-FITC; las curvas que unen los puntos
representan el mejor ajuste a los componentes de los tiempos de vida mostrados en la
Tabla I. Como se muestra en la tabla no existen diferencias significativas en los tiempos
de vida de las distintas formas de tubulina-FITC, confirmando que todos los resultados

de estudios de polarizacién son el resultado de cambios de movilidad del fluoréforo.

Sin embargo, el andlisis de los valores de polarizacién observados utilizando la ecuacion
de Perrin y calcular los tiempos de correlacién rotacionales, mostré que los valores
fueron menores que los calculados tedricamente (ver Tabla ll). La explicacion mas
plausible en este caso, es que la menor polarizacion observada se debe a la existencia
de al menos 2 rotores: uno gque corresponde a una regién de baja movilidad y otro a la
sonda rotando libremente, en que ésta Ultima provoca la disminucién en la polarizacién
observada. Esta explicacién podria ser confirmada a través de experimentos de
polarizacién dindmica, en que es posible medir la contribucion de diferentes rotores a la

polarizacién observada.
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concentraciones de proteina se indican en la figura. Las medidas se realizaron a 23°C.
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Tabla I

<> Ty T2

Tubulina-FITC 5,0 pM 3,7 nseg (90%) 4,0 nseg {10%) 1,0 nseg

Tubulina-FITC 02 uM + 4,2 nseg (84%) 4,6 nseg (16%) 1,9 nseg
Tubulina 4 pM

Tubulina-FITC 0,2 uM 3,9 nseg (98%) 4,0 nseg (2%) 0,7 nseg

Medidas de tiempos de vida para FITC unido a tubulina, en estado dimeérico,
intercambiada y disociada. Las medidas se realizaron utilizando el método de fase y
modulacién. Se muestra <>, tiempo de vida promedio y T; ¥ T, representan los
componentes. Entre paréntesis se indica la contribucién de cada componente al iotal de
tiempo de vida. Las medidas se realizaron a 23°C.
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Tabla ll
P %]

Tubulina-FITC 5,0 pM 0,24 3,25 nsey
Tubulina-FITC 0,2 pM + 0,33 7,30 nseg
Tubulina 4 pi

Tubulina-FITC 0,2 pM 0,08 0,57 nseg
Dimero deTubulina, 0,43 35,10 nseg
valores esperados tedricamente

Monémero deTubulina, , 0,39 17,50 nseg

valores esperados tedricamente

Tiempos de correlacién rotacional de los derivados de Tubulina-FITC. Los valores
experimentales y tedricos fueron calculados utilizando las ecuaciones descritas en

Materiales y Métodos.




DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio, donde se ha caracterizado la reaccion de
desnaturacion y renaturacién, aportan informacion relevante al campo de ia estructura
de la tubulina. Aunque la tubulina renaturada no sea funcional, utilizando las pruebas
convencionales (i.e, unién de colchicina). Estos resultados aportan informacion valiosa
acerca de los intermediarios que son generados en la reaccion de renaturacion in vitro,
pues ellos tienen la capacidad de formar oligémeros de alto tamafio molecular, similares
a los encontrados en la tubulina envejecida. Estos resultados permiten explicar la
inestabilidad de la proteina como heterodimero y su aumento de estabilidad cuando esta
en estado agregado, ya sea como microtiibulo u hojas producidas por zinc. Cabe
destacar que la actina, proteina que también pariicipa en [a organizacion del
citoesqueleto celular, no es posible de renaturar a su estado nativo in vitro. Sin embargo
es posible obtener informacion de los estados intermedios de plegamiento a partir de
estudios de desnaturacion in vitro (Turoverov y col., 1999).

Los resultados, en su conjunto, muestran que la estructura terciaria responsable del
entorno de los ftriptofanos se mantiene, al igual que el contenido de estructura
secundaria. Sin embargo, la funcionalidad se pierde, lo que se puede explicar ya sea por
una incorrecta asociacion monémero-monémero o porgue las superficies de interaccién
longitudinal o lateral del mondmero han cambiado. Para dilucidar ésto, es necesario
conocer que ocurre con la asociacion/disociacién en el heterodimero nativo.
Desafortunadamente, en la literatura hay controversia respecto a los valores

termodinamicos para la asociacion del heterodimero. Por lo tanto, se caracterizé el
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intercambio de los monémeros de la tubulina, lo que permitié determinar los parametros
termodinamicos de la unién de los monémeros y la cinética de la interaccion entre la oy
B tubulina. Ademds, se determiné que los mondmeros disociados sufren el fendmeno de
deriva conformacional, lo que complementa la informacién acerca de la inestabilidad del
heterodimero.

El aumento de la presién hidrostatica sobre el heterodimero o sobre los mondmeros
mostré que la tubulina presenta un comportamiento diferente a muchas de las proteinas,
pues [a presién induce la asociacion de los mondmeros, lo que indica un volumen mayor
de los mondmeros en el estado disociado y confirma los resultados de disociacién que
muestran la deriva conformacional de los monémeros.

Estudios de desnaturacion y renaturacion

La interaccion de la tubulina con agentes caotrépicos a bajas concentraciones ha sido
estudiada previamente (Sackett y col., 1994; Wolff y col., 1996). Se enconiré que bajas
concentraciones de urea poseen un efecto inhibitorio sobre la polimerizacion de la
tubulina en microtdbulos lo que fue explicado por desplegamiento local de algunos
dominios en el heterodimero, mientras que bajas concentraciones de GdmCl inducen un
aumento en la velocidad y duracién de la polimerizacién de la tubulina en los
microttbulos. Este efecto paraddjico fue explicado por un apantallamiento de las cargas
y cambios en los puentes de hidrégenos en la region C-terminal de la proteina (Wolif y
col., 1996). Estudios de desplegamiento completo de la tubulina con urea (Guha y
Bhattacharyya, 1995), muestran que el desplegamiento sigue un proceso bifasico, que
sugiere la existencia de un intermediario del tipo “glébulo fundido” que es estable a

concentraciones menores a 2 M Urea. Los mismos autores intentaron replegar sin éxito

la tubulina a partir de la proteina completamente desnaturada con urea (Guha y
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Bhattacharyya, 1997). Sin embargo, cuando se intenté replegar tubulina parcialmente
desplegada a concentraciones de Urea menores a 1,2 M, se obtuvo una proteina capaz
de unir colchicina. Estos resultados fueron interpretados como el atrapamiento de un
intermediario. Este se hace irreversible a concentraciones de urea mayores que 1,2 My
al bajar la concentracion del agente desnaturante no serfa capaz de alcanzar el estado
nativo funcional.

Nuestros resultados de fluorescencia y dicroismo circular muestran que la tubulina
completamente desnaturada en GdmCl, al renaturarla por el método de dilucion rapida,
es capaz de recuperar mas del 95% de las propiedades espectroscdpicas de la proteina
nativa y mantiene su solubilidad. Ademéds, Ia unién del colorante fluorescente ANS se
recupera en aproximadamente 80%. Al analizar los resuitados de la renaturacion de la
estructura secundaria por medio de experimentos de dicroismo circular, y de estructura
terciaria por fluorescencia intrinseca, se encontro que en el intervalo de concentraciones
entre 1 y 2 M GdmCl, el contenido de estructura secundaria era mucho mayor que la
cantidad remanente de estructura terciaria, estos resultados sugieren que se forma un
intermediario con las caracteristicas de un “gldbulo fundido” (Ptitsyn, 1992) o se
producen miiltiples formas, entre las cuales estén los mondmeros disociados y el
probable glébulo fundido.

Los experimentos de renaturacién por filtracién répida, mostraron que la tubulina es
capaz de formar mondémeros en forma muy rapida los que se asocian en un dimero que
posee la misma composicién del hetrodimero o— y p—tubulina nativo. El heterodimero
formado es capaz de autoasociarse para producir agregados discretos de mayor tamafio
molecular. Los polimeros formados son el producto de la asociacién de la especie

dimérica, pues, las otras especies resueltas por la columna son mditiplos de su masa
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molecular. La tubulina en estado nativo es per se una proteina con una tendencia
intrinseca a la agregacién y capaz de formar un gran conjuntc de tipos de agregados
polimériicos, dependiendo del efecto de metales, solventes y drogas antimitéticas. Por
ejemplo, [a tubulina forma anillos a altas concentraciones de magnesio y terbio (Frigon y
Timasheff, 1975; Monasterio y col., 1993}, en presencia de zinc la tubulina forma hojas
de protofilamentos antiparalelos agregados lateralmente (Gaskin y col., 1976; Larsson y
col., 1976). La droga antimitética colchicina induce la formacion de agregados de alfo
peso molecular donde la tubulina mantiene intacta su estructura secundaria (Andreu y
Timasheii, 1982a; Andreu y Timasheff, 1982b). En presencia de vinblastina se forman
polimeros en forma de espiral que se autoasocian en agregados de alto peso molecular,
a través, de un mecanismo isodésmico (Lobert y col.,, 1996). E! proceso de
autoasociacion observado en nuestro ensayo de renaturacion rapida, es un proceso
dependiente de la concentracién de proteina, que es fuertemente favorecido por la
temperatura y que es explicada por la energia de activacién encontrada de 11,3
Koal/mol. Estos resuliados, tomados como un todo, sugieren que el producto mas
estable del replegamiento de la tubulina son los agregados de mas alto tamafio
molecular (especie excluida de la columnay). La agregacion del heterodimero para formar
los polimeros fue irreversible en todas las condiciones ensayadas, por lo que no fue
posible formar microttibulos con el heterodimero renaturado, aungue este posee una
estructura secundaria y terciaria similar a la del heterodimero nativo. Con estos
resultados se puede postular un mecanismo minimo para la renaturacion del
heterodimero de la tubulina in vitro, donde las etapas de la formacion de la estructura
secundaria y terciaria para los mondmeros y su asociacién en dimeros son mucho mas

réapidas que la asociacion de los dimeros en oligémeros (Fig. 35). La imposibilidad de
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Figura 35. Mecanismo minimo para la renaturacién de la tubulina in vitro.
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obtener tubulina funcional a partir de proteina completamente desplegada, podria ser
explicada considerando el gran caudal de informacion que se ha obtenido en los
estudios de plegamiento in vivo, donde los monomeros desde su sintesis en el ribosoma,
son mantenidos separados por medio de cofactores de plegamiento hasta que estos se
ensamblan como hetrodimeros en el microtubulo. Posiblemente el ambiente celular, en
donde el heterodimero de la tubulina se ensambla, estabiliza la formacion de estos por la
unién a otras proteinas, hasta que es requerido para formar el microttibulo (Bhamidipati
y col., 2000; Cowan y Lewis, 1999; Tian y col., 1997) (ver figura 2).

Se ha postulado que el residuo glutamico 254 de la o-tubulina es esencial para estimular
la actividad GTP4sica una vez que el heterodimero se asocia al microtibulo durante su
elongacion (Nogales y col., 1999). La interaccion de este residuo en &l sitio del GTP, con
la asparragina 101 es de tipo electroestatico, con una contribucién de al menos 3
Kcal/mol para la estabilizacion de [a unién longitudinal en el protofilamento. Postulamos
que otro papel para este residuo seria localizar de manera correcta la interaccion enire
los dimeros para constituir el protofilamento, generando asi los sitios de interaccion
lateral que principalmente conducirian a la formacidn del microtibulo. Esta hipdtesis se
basa en lo siguiente: 1) La tubulina renaturada aunque posee casi toda la estructura
secundaria y terciaria del heterodimero nativo no es capaz de formar microtibulos. 2) El
sitio de GTP no es funcional en el heterodimero renaturado. Esto sugiere que es
probable que se formen protofilamentos no funcionales de distinto largo, los cuales son
incapaces de formar anillos y microtibulos. Resultados de microscopia electrénica de

los oligémeros después de la renaturacién refuerzan esta idea (resultados no

mostrados). Por otro lado, la formacion de protofilamentos, donde solo existen
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interacciones de tipo longitudinal. En este caso las interacciones de tipo lateral serian tan
débiles que impedirian el crecimiento lateral de! protofilamento aunque éste es el que
termodinamicamente seria mas favorecido en la polimerizacién de la tubulina nativa.
Pensamos que la B-tubulina es responsable del mal plegamiento. Resultados no
publicados de! Laboratorio de Biologia Estructural y Molecular (D. Loayza, Tesis de
pregrado) muestran que las estabilidades relativas a GdmCl son o-tubulina >
heterodimero > -tubulina.

La inestabilidad intrinseca de los dimeros de tubulina purificados, también conocida
como envejecimiento, ha sido objeto de muchos estudios y siempre el envejecimiento de
la proteina ha sido relacionada con el aumento de los estados de autoasociacion,
principalmente agregados amorfos (Lee y col., 1978; Prakash y Timasheff, 1982;
Prakash y Timasheff, 1992a; Prakash y Timasheff, 1992b). En nuestros estudios, al
comparar la tubulina envejecida a pH neutro por 24 h a 4 2C con el patrén de especies
producidas en el ensayo de replegamiento por filtracion molecular, se puede apreciar un
alto grado de similitud en cuanto a la calidad y cantidad de agregados, lo que podria
indicar que el estado de mas baja energia para la conformacion de la tubulina es la
especie envejecida, lo que junto a los estudios de plegamiento in vivo, sugieren que los
heterodimeros purificados de la tubulina podrian ser considerados, méas un intermediario
de plegamiento que un estado nativo estable. Quiza podria sugerirse que el verdadero
estado nativo de la tubulina es el heterodimero incorporado al microttbulo, donde se
mantiene estable por largos periodos de almacenamiento. Este nuevo concepto es muy
interesante, pues por un lado se tiene a la proteina estable mientras cumple su funcion y
por otro lado, si permanece sin polimerizar su conformacion cambiaria, haciéndola no

funcional y susceptible al sistema de proteasas para su recambio. Este podria ser ofro
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mecanismo de regulacién de la concentracién de tubulina intracelular que seria
complementario al mecanismo propuesto por Cleveland (Cleveland y col., 1983), en que
al despolimerizar microtibulos en cultivos celulares, utilizando drogas atimitéticas, los
niveles de los mRNA disminuyen dramaticamente, evitando asi la acumulacion de los
mondémeros en el citoplasma.

Dinamica de la interaccidn entre la o y B tubulina.

Conocer lo que ocurre después de que se forman los mondmeros es esencial para
entender a nivel molecular el mecanismo de plegamiento y formacién del heterodimero.
En [a literatura se encuentran varios estudios respecto a [a disociacion del heterodimero
de la tubulina, sin embargo hay pequefias discrepancias entre ellos en cuanto a sus
parametros termodindmicos. La mayoria de los estudios realizados para evaluar la
interaccién de las subunidades de la tubulina se han centrado en la medicién de la
constante de disociacion del heterodimero (Detrich y Williams, 1978; Mejillano y Himes,
1989; Panda y col., 1992; Sackett y col., 1989). Los valores medidos oscilan entre 1,5 x
107 My 8,4 x 107 M. También, se ha demostrado que la constante de disociacién es
influenciada por la unién del catién Mg®* (Shearwin y col., 1994).

Por esto, consideramos necesario hacer un estudio mas riguroso donde se fomaran en
cuenta la diferencia en estabilidad de la o~ y B-tubulina que podria ser responsable de
alguna variacién en la constante de interaccion entre los mondmeros. Este punto ha sido
largamente discutido por Weber, quien utilizd el concepto de deriva conformacional, el
que ha explicado muchas discrepancias en los parametros de asociacién de proteinas
multiméricas (Weber, 1986).

En éste estudio, se analizé la cinética del intercambio de los monémeros de la tubulina, y

se encontré que el intercambio de estos es independiente de la concentracion total de
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dimeros, por lo tanto es principalmente dirigido por su disociacion. Se determiné que la
disociacidn de los mondmeros posee una fuerte dependencia de la temperatura, con una
energia de activacién de 20 Kcal/mol y que los mondémeros de la tubulina a bajas
concentraciones tienen un alto grado de relajacién conformacional, lo que sugiere que
en el estado disociado, estos no poseen la misma conformacion que en el heterodimero,
lo que ha sido caracterizado en otras proteinas como el fendmeno de deriva
conformacional (Weber, 1986). En estudios previos, realizados utilizando la expresioén de
la B-tubulina en lisados de reticulocitos (Yaffe y col.,, 1989), también se encontrd un
proceso de intercambio independiente de la concentracién, con una barrera de energia
de activacion de 22,5 Keal/mol, similar a la informada en este estudio. Sin embargo, los
autores interpretaron la independencia de la concentraciéon del intercambio como una
contribucién producida por un cambio conformacional durante el proceso de traduccidn.
Nuestros estudios sugieren que [a etapa limitante del proceso de intercambio esta
fundamentalmente dirigida por el proceso de deriva conformacional inducido por la
disociacién (figura 36). Esta deriva conformacional en la célula estaria impedida por las
interacciones de los mondémeros con otras proteinas que actdan como chaperonas

durante el plegamiento de la tubulina (Cowan y Lewis, 1999} (ver Fig. 2).

Efecto de la presion hidrostética sobre la conformacion de la tubulina
Para evitar el efecto de la deriva confermacional producida por la dilucién y disociacion
del heterodimero, se empled el aumento de la presidn hidrostatica que ha sido utilizado

para disociar proteinas multiméricas y que presenta ventajas comparativas con respecto

a otros métodos utilizados para medir estabilidad de las proteinas.
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Deriva Conformacional

Figura 36. Mecanismo para el intercambio de los mondmeros de la tubulina.
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El principal método utilizado para medir las propiedades termodinamicas de la
estabilidad de las proteinas ha sido la observacion de alguna propiedad en funcién de un
cambio en la temperatura. Sin embargo, un método menos difundido que ofrece ventajas
sobre los efectos de la temperatura, es [a medicidon de propiedades que refiejan la
integridad estructural de una proteina en funcién del cambio de presidn hidrostatica.
Cuando se realizan mediciones variando la temperatura se producen cambios tanto en el
conienido de energia del sistema como en el volumen del sistema. Esto tiene una gran
desventaja cuando se trabaja con proteinas, que son polimeros flexibles que tienen
estructura, secundaria, terciaria y cuaternaria, que son estabilizadas por enlaces cuyas
energfas no son mucho mayores que la energia térmica suministrada. Asi, el efecto de la
temperatura produce efectos sobre la estructura interna de las proteinas que no son
facllmente controlables. Por otra parte, la aplicacion de presion sobre una proteina
afecta las interacciones internas solo por cambio en las distancias de las interacciones
(volumen), mientras la energia total del sistema permanece casi constante (Silva y
Weber, 1993).

Las técnicas de aumento de presién hidrostatica han sido fundamentalmente utilizadas
para estudiar la energética de las interacciones entre protefnas oligoméricas (Paladini y
Weber, 1981a; Royer y col., 1986; Ruan y Weber, 1988; Ruan y Weber, 1993). Esto se
debe a que un aumento de Ja presion induce al sistema a disminuir el volumen que
ocupan sus componentes al disociarse. En el caso de las proteinas oligoméricas un
aumento en la presién hidrostética induce en la mayoria de los casos la disociacién, pues
el sistema busca el menor volumen y éste en la mayoria de los casos se encuentra en el

oligomero disociado.
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Los Unicos estudios previos de efecto de la presion sobre la tubulina han sido realizados
con microtdbulos (Engelborghs y col., 1976; Salmon, 1975), e indican que la presion en
un intervalo que va de 13 a 680 bar disocia los microtibulos en forma reversible. El
segundo estudio demostro que al incrementar la temperatura el efecto de la presién
disminuye y que a 37°C y 700 bar no existe efecto disociador de la presion. Sin embargo,
en la época en que fueron realizados estos experimentos, las celdas para altas
presiones (> a 2000 bar) aun no eran ampliamente conocidas.

Nuestros estudios pretemdian determinar los pardmetros involucrados en la disociacién
de las interfaces de los monémeros del heterodimero de la tubulina. Sin embargo, se
encontrd que la tubulina en el estado dimérico no se disocia con el aumento de la
presién. Al observar el cambio en las propiedades de la fluorescencia intrinseca, cuando
se varia la presidn solo ocurren cambios independientes de la concentracién de proteina,
lo que indica que la tubulina a las presiones estudiadas, presentaba un proceso de
desnaturacién parcial. Esto no es habitual, pues para denaturar una proteina, las
presiones utilizadas superan los 7.000 bar, lo que sugiere que la tubulina en su estado
nativo posee un bajo nivel de compactacién estructural. Con estos estudios solo
pudimos determinar un cambio de volumen de 40 mL/mol de dimero. Corroboramos
estos resultados utilizando proteina marcada con FITC. Méds aun, cuando se utilizd
proteina a baja concentracion, parcialmente disociada se observd un aumento en el
grado de asociacién, lo que indica que en el heterodimero en estado asociado los
mondmeros poseen conformaciones mas compactas que en el estado monomérico.
Esto es compatible con el efecto de deriva conformacional encontrado en los
experimentos de intercambio. Ademas, las determinaciones de los tiempos de vida

confirman que los efectos observados en las medidas de polarizacion tienen como
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principal origen los cambios genherales de la proteina, como intercambio y deriva
conformacional.

Los estudios aqui presentados de desnaturacidn y renaturacién de la tubulina, indican
gue la tubulina es una proteina cuya inestabilidad principalmente esta dada por cambios
generales en la estructura, muy pequefios y que caen dentro del error experimental de
las técnicas utilizadas. Estos pequefios cambios en conformacion posiblemente son los
responsables de la pérdida de las interacciones que conducen a la formacion del
microtdbulo y lleva a la formacion de los oligdmeros discretos. Esto se ve respaldado por
los estudios de replegamiento por dilucidn rapida y renaturacién por filiracion molecular
rapida. Los resultados también indican que la formacién del heterodimero es muy rapida
y que es el precursor de la formacion de los agregados de mayor orden, lo cual es
consistente con los estudios de replegamiento in vivo en que los mondémeros de tubulina
solo son liberados cuando estan en la forma GTP y listos para formar el heterodimero
que ensambla en microtlibulos. La proteccion de la estructura de los mondémeros
mediante chaperonas hasta la formacién del heterodimero se ve justificada por el
envejecimiento del heterodimero, lo que muestra un comportamiento similar al
encontrado en los experimentos de renaturacion por filtracién molecular rapida.

Los resultados de intercambio de mondmeros marcados con FITC permitieron medir la
barrera de energia de activacion para el proceso de disociacion y ademas, se pudo medir
directamente la velocidad de disociacion y que los mondmeros sufren deriva
conformacional.

Los estudios de presién hidrostatica permitieron confirmar que el volumen del

heterodimero es menor que el de las especies disociadas, y muestra que los mondmeros
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en el estado disociado poseen una conformacién mas relajada y de mayor volumen que
cuando son parte del heterodimero.

Estos resultados sugieren que la estructura de la tubulina es una estructura altamente
dindmica y flexible, lo que complementa la visidn estatica producida por la reciente
resolucién de la estructura tridimensional (Nogales y col., 1998). Posiblemente la
estructura de la tubulina resuelta utilizando hojas inducidas por zinc es solo uno de los

posibles conférmeros de la tubulina.
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CONCLUSIONES

La tubulina de acuerdo a los parametros espectroscopicos estudiados se renatura en
un proceso reversible, en que los productos no son capaces de ensamblarse en

microtiibulos ordenados.

La reaccién de plegamiento de la tubulina involucra al menos la participacién de un

intermediario tipo globulo fundido.

La tubulina se renatura formando especies intermediarias oligoméricas que poseen

como precursor al dimero.

En el replegamiento, [a formacion de la estructura secundaria y terciaria es mucho

mas rapida que la formacidn de las especies oligoméricas.

Las especies observadas por filiracion rapida poseen caracteristicas similares a las

de la tubulina nativa envejecida por 24 horas a 4°C.

La etapa limitante en el intercambio de [as subunidades de la tubulina es la
disociacion del dimero, y éste proceso tiene una barrera de energia de activacion de
20 keal/mol.

La presién hidroestatica induce la asociacion de las subunidades parcialmente
disociadas de la tubulina.
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