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Introduccion

La mayor(a de las bacterias son mdviles, ya que la capacidad de dirigirse
hacia ambientes mds favorables @s una ventaja adaptativa. Existen diferentes
tipos de movilidad procarionte de los cuales el nado a través del flagelo es el
mas frecuente. El numero de flagelos y su localizacién varia mucho de especle
a aspecig, sin embargo el mecanismo de nado es bdsicamente el mismo: el
flagelo rota (Berg et al., 1973).

Las bacterias pueden ser peritricas cuando tienen flagelos distribuidos en
todo el cusrpo celular, lofotricas cuando tienen varios flagelos que surgen en un
extremo de la célula o polares cuando tienen un flagelo en un extremo.

Las bacterlas flageladas no nadan de manera aleatoria, nadan hacla
donde aumenta la concentracion de nutrientes (atrayentes) tales como aziicares
o aminodcidos. Se alsjan de los compuestos quimicos nocivos (repelentes) y
puseden integrar estimulos muy diversos para responder de la mejor forma
(Alberts ot al., 1989); es decir las bacterias son quimiotdcticas (Figura 1).

a b

"t

Flgura 1. Esquema de la trayscloria de nado de una bactoria. a En ausencla de un
quimioefector la bacteria se mueve azarosamente. b En presencia de un alrayente, la célula se
daesplaza por més liempo al acercarse al atrayente (modificado de Armitage, 1992).



El desplazamiento neto de la bacteria estd relacionado con la direccién en
la que rota el flagelo, en general si éste da vueltas en contra de las manecilias
de reloj (CCW) entoncss la bacteria avanza (Figura 2a), mientras que si rota a
tavor de Ias manecillas del reloj (CW) la bacteria se detiene y se reorienta a
través de movimianto Browniano (Flgura 2b). En algunas especies como A,
sphaeroides la reorientacidn se da al detenerse el llagslo (Armitage, 1992). En
un ambients homogéneo la bacterla se reorienia constantemente al cabo de
unos pocos segundos; al acercarse a un alrayente la bacteria disminuye la
frecuencia de reorientacién mientras que al alejarse ésta aumenta, dando como

resultado el desplazamiento neto hacia el atrayente (Springer et al., 1979)
a b

? ¢

Flgura 2. Esquema de la rotackin bidireccional de los flagelos da S. fyphimurium y E. coll, a Al
tolar CCW sa forma una lrenza que sirve como propeld y la bacteria se desplaza. b Al rolar CW
la bacteria sa recrienta (Alberts ef al., 1962).

Estructura y funclén
El flagelo se divide en tres paries: el fllamento, e gancho y el cusrpo
basal. E] fllamento y el gancho estdn fuera de la célula, mientras que sl cuserpo
basal estd unido a las membranas intema y exterma. El flagelo es una de las

ostructuras procariontes mds complejas, tlene mds de 20 polipéptidos distintos y



miles de subunidades (Flgura 3)., Para hacer mas sencillo el estudio de esta
estructura la nomenclatura de las proteinas proviene de los nombres de los
genes’, y estos a su vez estdn dados por la localizacion de los genes en el
cromosoma.

filamento l‘\«HAP ’

gancho

wnmeeons CAPA do lipopolisacdridos
capa de peptidoglicano

cuerpo anillo LP -—b:]_
oje —

basal anillo MS T ) mwssmesmm mombrana celular
mator T
aparalo delnlerruptor
expoitacién

Figura 3. Representacién esquemdtica del flagelo de S. typhimunium. Se muestran las tres
estructuras basicas del flagelo: el filamento conslituye la propela de la célula. El gancho
funciona como conaclor entra el filamento y el cuerpo basal. El cueipo basal sirve para anclar
al flagelo en la célula. (Modificado de Macnab, 1692).

Filamento

El filamento es la porcidn més grande del flagelo, mide alrededor de 10 pm
de largo por 24 nm de didmetro y tiene aproximadamente 20 000 subunidades
proteicas. En ta mayorfa de las especies estudiadas estd constituido por una

sola protefna: la flagelina.

? cuando so liace referencia a la proleina el nombra se escribe con mayusculas, mientras que
cuando 5o trata del gena el nombre se escribe en cursivas.



El filamento presenta un arreglo tubular teniendo 5.5 mondmeros de
flagelina por vuella (Figura 4), como resultado existen 11 lineas de mondmeros
orientadas casi paralelas al eje del filamento, a estas lineas se les ha
denominado protofilamentos. Cada subunidad estd inclinada 45" en relacion al
gje del filamento formando asi una -
hélice levdgira macroscopica que
funciona como propala (O'Brien et al.,

1972).

La hélice macroscopica del

filamento puede varlar en amplitud y

longitud, incluso  existen formas

: - Figura 4. Aneglo helicoidal de los mondmeros
dextrégiras (Asakura, 1972). Estas da flagefina an al filamento, se muestran las 5.5

. unidades por vuelis y como la doceava se
formas diferentes se pueden obsevar empalma con la primera.

in vitro modificando el pH, {a fuerza iénica, la temperatura, etc. (Kamiya et al,
1978) e in vivo al cambiar la direccidn de rotacién (Macnab et al., 1977).
Calladine (1978) propuso que la flagelina puede adquirir dos
conformaciones denominadas R y L. Ambas conformacionss astdn presentes en
el filamento pero en cada protofilamento todas las subunidades se encuentran
en el mismo estado; la coexistencia de protofitamentos en diferentes estados
produce estrés dentro ds la estructura, lo cual causa la formacién de las
diferentes hélices macroscapicas. Asi el polimorfismo estd dado por el nimero

ds protofilamentos que se encuentran en la conformacion Ry L.



Mediante estudios de microcalorimetria se ha observade que la fiagelina

tiene tros dominios y forma un cuarto al polimerizarse (Fedorov ef al, 1984).

Estas observaciones han sido complementadas con espectroscopia de

dicroismo circular (CD) a partir de la cual se ha inferido que la llagelina

monomérica tiene una estructura secundaria de tipo o’ y que el filamento tiene

una mayor proporcion de o-hélices (Uratani et al, 1972 y Vonderviszt et al,

1990). Wlilizando fragmentos proteoliticos
Vonderviszt demostrd que los segmentos N y
C-terminal se organizan en un dominio tipo a
durante la polimerizacidn y sugirié que aste
dominio es el que se modifica para dar lugar
a los distinfos polimerfismos (Vonderviszt et
al, 1991 y Alzawa et al, 1990).

Los grupos de Namba y De Rosier
utillzaron la difraccién de rayos X y la
reconstruccidn de imégenes respectivamente,
y modelaron la estructura cuatemnarla del
filamento. En este modelo las regiones
terminales de la flagelina dan al canal
interior, mientras que la regién central estd

expuesta al medio y por lo tanto consttituye

Figura 6. Modelo de la estructura del
flamenlo de S, typhimurium
determinado por difraccion de rayos X.
Arriba se observa la organizacién de los
prolotilamentos (casi paralelos al eje
del filamento). Abajo se muaestra un
corle transversal donde se observa (@
disposicién de los mondémeros (Namba
of al, 1989).

% o5 decir fiene dominkos con estructura secundaria de u-hélices y hojas fi-plegadas



los epitopes (Trachtenbery et &l ., 1987 y Namba et a/ .,1989) (Figura 5). La
reglsn central de la flagellna es muy variable, lo cual ayuda a las bacterlas
entéricas a evadir la detecclon del sistema inmune del hospedero.

Gangho

Ei gancho es un conector flexible que permite que la torsién del motor se
redirlja hacia donde sea necesario (Schuster el al, 1894b) (Figura 3). En las
bacterlas perltricas 8! gancho permite la formacién de la trenza de flagelos que
funciona como propela. S. typhimurium y E. coff tiensn un gancho de forma
curva de 55 nm de largo por 20 nm de didmetro; forma una hélice dextrégira de
simetrla pseudohexagonal con un canal central de 2.5 nm de didmetro, esta
estructura esté constitulda de ~120 coplas de una sola proteina FIgE.

La protelna FigE y la flagelina (FIiC) tienen propiedades en comtn: ia
misma simetrla de 11 protofilamentos, ambas pueden autoensamblarse in vilro,
pressntan transiclones polimdrficas y sus regiones terminales se ordenan
durante la pollmerizactén. Sin embargo, sus secuenclas de amincdcidos no se
parecen, ademds la estructura secundaria de FIgE es predominantemente de
hojas B-plegadas (Vondervisz! el al, 1385).

Cuerpo basal

El cuerpo basal es la esiructura que ancla al flagelo a la célula. Estd
compuaesto por ires anlilos y un eje. A diferencia del filamento y el gancho, tiene
una slmetrla cilindrica (Flgura 6). Esta estructura estd localizada en las

mambranas interna y externa. El cuerpo basal parece ser simplemente la suma



de sus partes ya que su disociacidn por pH dcido ocurre en pasos discretos, o
cual indica que los componentes del cuerpo basal son estructuraimente inde-
pendientes (Sosinsky et al,, 1992).

Gl anilo M-S (membranal y

“-—
supramembranal) estd situado a nivel - P
[ X
de la membrana citopldsmica or v e
P ye “« MS
afuera de Ia misma, estd compuesto —c

de una sola proteina, FiiF y es una
estructura que gira pasivamente. El

Flgura 6. Imagen del cuerpo basal reconstiuida

anillo P (peptidoglicano) estd a patir de micrografias electrénicas. Se
apreclan los anillos C, M-8, P y L rodeando al

integrado a la capa de peptidoglicano clo (Sosinsky o al, 1992).

de la bacteria, mientras que el anillo L (lipopolisacdridos) pertenece a la capa
de lipopolisacdridos, ambos anillos forman un cilindro que le permite al gje rotar
librements. Cada uno de los anillos estd compuesto por 26 subunidades (Jones
et al., 1990). Las bacterias Gram-positivas carecen de los anilios L y P.

Existe un eje que une al anilio M-S con el gancho, estd compuesto por
cuatro prolelnas y se divide en dos regiones estructurales: la proximal que tiene
un didmetro de 13 nm y la distal de 18 nm (Staimeyer ! al., 1989) (Figura 6).

Intercuptor y motor

£l motor flagelar s muy parecido a los motores creados por el hombre ya

que rota libremente. Este motor es energizado directamente por el gradiente



olectroquimico de protones creado en la membrana interma’ (Khan et al, 1980).
Cada revolucién consumes 1200 protones y su velecidad méxima es de 300 Hz
(Meister ot al., 1987).

Las protelnas que generan la torsion son MotA, Mot, FIiG, FliM y FIiN. El
estator estd formado por MotA y MolB que son proteinas intramembranales y
constituyen al canal de protonss. FIG, FiIM y FIiN forman el anillo C
(citopldsmico) son el interruptor del motor (Figura 6), FliG Interactéa con el
anillo M-S {Francis et al, 1892) mientras que FliM interactia directamente con
CheY (Waeich et al., 1993), no estéd claro si todo el interruptor forma parle del
rotor o st FiiN y FliM son parie de! estator,

Las caracteristicas fisicas mds importantes de! motor son:

+ Estd compuesto por al menos ocho unidades generadoras de fuerza
independientes (Biair af al, 1988).

*En algunas especies (S. typhimurium) la rotacién es bidireccional
{puede rotar en sentido CW y CCW),

* En las bacterias a las cuales se les sujeta el flagelo (mucha carga)
la eficiencia es del 95% y el motor opera a {orsidn constante.

oEn las bacterlas libres Ia eficiencia es del 5% y opera a velocidad

constante (velocidad méxima) (Melster ef al, 1989) (Figura 7).

a - b
N s
Figura 7. Formas de medir la rotackdn del flagelo. a bactenias sujetadas por el flagelo (lethered), b
bacterlas libres. ’

* Los organlsmos que vivien e medios bdsicos ulllizan gradientes de sodio,



A pantir da estas y otras caracteristicas se han diseilado diversas maodelos,
uno de los mds sencillos as el de Berry (1993). En este modslo el rotor gira
mediante fuerzas elactrostéticas. El rotor (anillo M-S) presenta cargas negativas
¥y positivas alrededor de su estructura cillndrica, generando zonas de alto y bajo

potencial eléctrico que interactian directamente con el flujo de protones (Figura 8).

Figura 8. Modelo de! motor {lagelar en el cual el rotor presenta cargas positivas y negativas
que al interactuar con el fiujo de protones dan el movimiento al tlagelo. E! rotor estd contituido
por el anliio M-S, misntras que los canales de prolones estdn formados por MotA y MolB (Borry
1993).

Organlzaclén y regulacién génica
Los genes involucrados en Ia formacién y en el funclonamiento del flagelo son
mds de 50 y se encuentran localizados en cualtro regiones del cromosoma
bactariano (Macnab, 1992),
Debido a que la estructura dal flagelo as muy compleja y a su alto costo
biosintético, la expresién de estos genas estd aamente organizada; a este

sistema de operonas se Is ha dado el nombre de reguldn ilagelar.



Los operones flagelares estdn divididos de acuerdo con su jerarquia
transcripcional en fres clases 1,2 y 3° (Kutsukake et al.,, 1990). La clase 1 tiene
al operdn maestro que es indispensable para la expresién de todos los demas
operones. La clase 2 tiene los genes que forman al aparato exporador, al
interruptor, al cuerpo basal y al gancho. Mientras que la clase 3 tiene los genes
tardios en expresién como lo son los de motilidad, de quimiotaxis y fliC que
codifica para la flagelina (Tabla1 y Figura 9).

(iii} AMP/)

{o707)) L _cap_;

j iheD;
‘gf Ih é
e [FRGFID)
—_(e21). |
o
g e
: - & ’M%gg
fiid* . o
* (anti FlgM) —
— 1 > (Fia
FFS SRS
N, ~
§I|“w
3|'w£>
f'ﬂwﬂm'
Y
L____@m\
(BlA).

Figura 9, Esquema de la regulacion génica del sistema flagelar. Se muastran las clases en las
que se jerarquizan los genss segun el orden de su oxpresion. Se indican los productos de cada
gene y las estrucluras que forman. La regulacién positiva se sefala con lineas continuas,
mientras que la regulacion negativa se sefala con iineas punteadas (Macnab, 1992).

5La clase tres se ha subdividido &n 3a y 3b, debido a que la expresién de la clase 3a esia dada
tanto por el operdit maesiro como por FliA, mientras que la 3b sélo responde a FlIA.
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Tebla 1. Tabla do los productos génicos flagslares y sus funciones.

I Probucio GENKO

I

FUNCIOH- LOCALIZACION

Proteinas reguladoras

FIhG_FIhD Regulador maestro del_eguldn flagelar.

FHA Factor (o) de Iniclaclén de la transcripcion para los genes de la clase 3.
FlgM Factor anti-FliA. Activo sdlo cuando la estructura tormada no ha

complelado el gancho.
Flis, FIT, FiD Represores de los genes da ia clase 3
FllA Repragor del operon fiiC. _
Proteinas involucradas en el proceso de ensamblaje

FIhA, FIhB, FIiH, Fiil Posibles componantes del aparato de exportacién,

FiP, FiiQ, FiR . — .

FigA Ensamblaje del anflio .

Figd Ensamblaje del gancho.

FliK Contro| da la longitud del gancho.

FiiB Metilacidn do los residuos de [isina en la flagelina; la funcisn de esla

madlficacién se desconoce.
Componentes estructurales del flagelo

FIIG, FliM, FIN Intarruptor,

MotA, MotB Componentes del estato blemente canal de rotones

FIlF Anlilo M-S.

FIE Compenanis del cusrpo-basal, posiblemente unidn e e_anillo M-S.
FigB, FIgC, FigF, FlgG | Eje.

Flgl Anille_P.

FigH Andlio L. .

Figk Gancho.

FlgK, FlgL Unidn Filamento -Gancho

FiiC, FiiB Flagelina normal y flagelina altemativa en S. Typhimurium.

FliD Prota(na de coronamiente

Componentes de la transduccién de sefial

CheA Clnasa de ChaY y CheB.

CheZ Fosialasa de ChaY.

CheW Regulador poshtivo de la actividad de CheA.
CheY Regulador de! Interruptor, promusve la reorieniackdn,

CheR Motila los transductores. Adaplacién a la sefial.

CheB Fostorilada desmelila los transductores, Adaptacién da la sefal.
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Se ha propuesto que 8l operdén maestro (fhC-flhD), forma un factor sigma
especifico que promusve la transcripcién de los operones de la clase 2 y 3a. La
exproesion de FIKC-FIhD estd regulada por el slstema de CAMP/CAP ds tal forma
qus al disminuir los niveles de cAMP no se sintetlza el flagelo (debido a que el
medio as favorable no s necesario moverse) (Komeda et al,, 1975).

lLos genes de los operones de las clases 2 y 3 tienen una secuencia
(GCCGATAA) que actia como promotor espscifico para los genes flagslares
{Helmann ot al., 1887). En la clase 2 se localiza el gens fiA que codifica para un
factor sigma (c®) espscifico para la clase 3 (Arnost! et al., 1989).

Existen dos mecanismos de regulacién negativa que actlian sobre FliA
ambos proviensn ds la clase 3a. Un mecanismo es un factor antl-sigma FigM
que al unirse a FliA Impids su asociacién con la RNA polimerasa (Ohnishi et al.,
1990), se requiere la formacion correcta del gancho y el cusrpo basal para que
se exports FigM y se libers FliA, de tal forma que los genss de la clase 3 sélo se
expresan cuando es posible utilizarios (Losick et al, 1993). El otro mecanismo
estd dado por los genes fIDST (también Hamado RflA}) aunque se desconoce
su mecanismo se sabe que defectos en el operén aumentan la expresién de los
genes de la clase 3, y qus mutantes en FIiD, FiiS y FiiT incremsntan la
exporiacion de FigM (Yokosseki et al,, 1985).

Ensambiaje
Existen dos regias bdsicas en la construccion dsl {lagelo, la primera es que

8l snsamblaje se lieva a cabo mediants la adicién secuencial de monémeros. La
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segunda es que la estructura crece de la parte proximal a la célula hacia la
distal (Flgura 10)(Aizawa, 1996). La integracién del flagelo comienza al
autoensamblarse FliF creando al anillo M-S (Kubori et al., 1992), al cual se le
unen proteinas citopldsmicas del interruptor constituyendo el anllilo C (Driks et
al., 1990). Se ha propussio que es en este momento cuando se incorpora el

aparato de exportacion.

anlllo MS anlio C ole H anfio P anlIIoLTJ:—_L
— = (o b bl L

FigD HAP 1 “
gancho HAP 3 HAP 2 filamento
—p — —rp a—p
ot

sl |ipopolisacéridos
E o pmoglcmo
Ci_a) wevmen m@mbrana calular

Figura 10, Esquema de las etapas sucesivas da la via morfoldgica del ensamble flagelar. Se
muaslran las estructuras que conforman al cuerpo basal, el gancho y el lilamento. El gancho y el
{ilamento no se attosnsamblan, requleren las protelnas de coronamlento FigD y HAP2 (o FIiD)
respectivamente (modificado de Alzawa, 1996).

La mayorla de las protelnas flagelares no tienen la secuencla sefal
raconoclda por el sistema Sec (principal mecanismo de exportacién procarionte)

en el que todas las proteinas a exportarse presentan una secuencia de
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aminodcidos en el amino terminal la cual se lama sefal Iider. Es posible que
para las protefnas del flagelo exista un slstema de exportacion especial. Una de
las protelnas, Flil es capaz de unir ATP por o que se supone actiia como una
prolain-translocasa que requiere de la hididlisis de ATP; esta idea es apoyada
por su homolopfa con proteinas del sistema exportador de proteinas
relacionadas con la invasividad (Dreylus et al, 1993).

Una vez Instalado el sistema exportador, se ensambla el eje formado por
FigB, FigC, FigF y FlgG, eslas protelnas se requieren simultdneaments.
Posteriormente se forman el anilio P (Figl) y sl anillo L (FigH), estos son los
tnicos componentes flagelares exportados por el sistema Sec. Se ha propuesto
(Kubori, st al., 1992) que a! estar formado el ejs, los mondmeros de Figl y FigH
se van acoplendo alrededor del mismo, y una vez constituldos los anillos L y P
la interaccién con el aje s8 vuelve minima permitiendo que este lkimo gire
librements,

El gancho empieza a crecer cuando se termina de ensamblar el eje. Para
la polimerizacidn in vivo se requiere de la protelna de coronamiento FigD, que
permanece en la punta del gancho hasta que ésle alcanza una longitud
predeterminada (Ohnishl et al, 1994). Es claro qus existe un control en la
longitud del gancho ya que tiene un tamafio de 56 + 6 nm; sobre 8! mecanlsmo
de control se sabe poco, existen mutantes que tiensn ganchos muy largos y de
tamafos indeterminados (mutantes poligancho) las cuales corresponden & dos

genes: (iK' y fihB. La ausencia de FIhB resulta en mutantes sin cuerpo basal,
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por lo cual se supone que esta proteina forma parte del sistema exportador y es
FiiK ia que regula directamentse el tamafio del gancho (Hirano et al., 1994).

Para la construccién det filamento se requisren las proteinas asociadas al
gancho HAP1 y HAP3 (FIgK y FiglL respectivamente) y la de coronamiento
HAP2 (FIiD). Al igual que en el caso del gancho, la flagelina (FIIC) se va
incomorando al filamento en la punita del mismo, por debajo de FID, A
diferencia de FigD, HAP2 psrmanece en el flagelo a menos de que dste sea roto
mecdnicamente (Macnab, 1992). Mutantes en HAP2 dan como resultado que la
flagelina se exponte al medio (lkeda ot al, 1993). La funcidn de HAP1 se
desconocs, HAP3 estabiliza al filamento en condiciones de estrés haciendo que
mantega su funcidn de propela (Fahmer ot al, 1994).

lino (1869) ha postulado que la ruta de exportacién de ia fiagelina es a
través de un cana! central en la estructura del flageio, a pesar de que no existe
una evidencla directa esta idea ha sido ampliamente aceptada. Ei canal ha sido
identificado y caracterizado por dos técnicas: difraccidn de rayos X y
microscopia electrénica. En la primera sg ha observado un canal ds 6.0 nm de
didmetro lo que permite el paso de los mondmeros de flagelina plegados
(Namba et al, 1989). Sin embargo mediante microscopfa electrénica se ha
calculado que el canal mide 3.0 nm de didmetro (Ruiz et al, 1993) en este caso
ia fiageiina deberfa estar “desdoblada” para que pueda pasar, o bien que el

canal pudiera expanderse localmente (De Rosler el al,, 1995).
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Por otro lado se ha observado que todas las proleinas axiales tienen en
sus extremos héptadas de aminodcidos hidrofébicos lo cual es caracteristico de
los haces de u-hélices (coiled coil), esta tipo de estructura podrla ser raconocida
por el aparato exportador.

Qiomlotaxis

El sistema de quimiotaxis 85 aquel que les permite a las bacterias dirigirse
hacia ambientes més favorables y alejarse de amblentes téxicos. l.as bacterias
sensan una gran variedad de estimulos simuiténeamente, los cuales se Integran
temporalments, es decir, las bacterlas hacen una comparacién de los estimulos
actuales y pasados (Macnab et al,, 1972), El sistema de quimiotaxis involucra a
una serie de fosforilaciones que dan como resultado la transduccién de una
sefial quimica extracelular a una mecdnica: el sentido de la rotacién del flagelo.

La sefial que desencadena el proceso de transducclén es la disminucion
en la ocupacion del receptor (salida del atrayente), informaclén que es
yrasmitida a los componentes quimlotdcticos del citoplasma. Existen seis
protelnas citopldsmicas denominadas Che (del inglés chernotaxis): CheA, CheB,
CheR, CheW, CheY y CheZ, encargadas de ftransduclr la sefal desde el
receptor hasta el motor flagelar.

A grosso modo la excitacién quimiotdctica se da de la siguiente manera:
cuando el receptor (localizado en la membrana citoplasmédtica) no tiene
atrayente se forma el complejo receptor-CheW-CheA, lo que permite que CheA

se autofosforile y que posteriormente done el fosfalo a CheY; este uftimo



componente interactia con el interruptor flagelar causando que el flagelo gire

CW y la bacteria se reoriente (Maddock st al., 1993) (Figura 11).

AdoMet

R \
@?’._‘f“) ATP

( h’ecepior[ CheW 1
A 1.... — S

reorientacién

) —> | b

et Pi

Figura 11, Esquema del sistema de fa transduccién de sefial que media la quimiotaxis, Ef
astimulo extracelular se transduce hacia el flagelo a través de las proteinas cltoplasmicas Che,
£n ausencia de alrayenle el receptor produce la fosforilacién de ChaY por CheA, lo cual ocasiona
la reotientacion de ia bacteria. CheR y CheB reguian los niveles de metilacién del receptor.

Cuando hay atrayente 1a cadena de fosforllaciones no ocurre por lo cual 8i
flagelo se mueve CCW y fa bacteria continua nadando en la misma direccién. A
esta parle de la quimiotaxis se le ha denominado excitacidn y la respuesta
desds el receplor al flagelo se da en menos de 200 ms (Segall eral, 1982).

Los receptores son proleinas homodiméricas transmembranales y estdn
jocalizados en parches (Parkinson, 1993). Tienen un dominio sensorial

peripldsmico que reconoce atrayentes y repelenles, asi como un dominio
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citopldsmico que interactia con el camplejo CheW-CheA. Este complejo estd
formado por dos mondmeros de CheW y un dfmero do CheA. CheA es un:
protelna histidina cinasa.

ChaY es una cinasa que se fosforila a partir de CheA, los niveles de
fosforilacién de CheY determinan el sentido de rotacién del flagelo. CheY se
caracteriza por poder utilizar moléculas pequefias como acelilfosfato,
carbamilfosfato y fosforamldato como fuente de fosfato (Lukat et al, 1992).
Ademds de estas proteinas existe CheZ que es una fosfatasa homomultimérica
que facilita la desfosforilacién de CheY, lo cual permite que @ste sistema sea

sensible en todo momento (Hess ot al, 1988).

Existe ademds un mecanismo de relroalimentacién en el cual los
quimloreceptores son matliados y desmetilados. En este mecanismo intervienen
las protelnas CheR y CheB. CheR es una metiltransferasa que une el grupo
me_tilo de la s-adenosilmetionina (AdoMet) a un glutamato de! receptor (existen
de cualro a seis sitios sujelos a maetilacién). CheB es una metilesterasa que
funciona sélo cuando es fosforilada por CheA, CheB interactla con el receptor
para regenerar el glutamato y liberar metano! (Sanders et al, 1988). El receptor
metiiado favorece la formacién del complejo receptor-CheW-CheA e
indirectamente disminuye la alinidad por e! atrayente.

Al aumentar !a concentracién de atrayenle en el medio, aumenta la
pobiacion de receptores metilados lo cual facilita la reorientacién de la bacterla.

Esto permile que exista una respuesta a los cambios de la concentraclén de!
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quimicefector en un rango de alrededor de cinco ordenes de magnitud (Segall et
al, 1986). A este mecanismo se le ha denominado de adaptacién y a diferencia

del de excitacion se lleva a cabo en minutos (Figura 12).

a b e C

Flgura 12. Esquema de la adaplacién del receplor quimiotdctico. En presencia de atrayente so
exponen los glutamatos de la regidn citopldsmica y se melila el receplor, lo que ocasiona que
disminuya su afinidad por el alrayento. a receplor en ausencia de atrayente; b receplor en
presencia de alrayente; ¢ teceplor adaplado en presencia de alrayenla. Los rombos indican los
residuos metilados que favorecen la unién dol complejo ternario CheW-CheA, y los clrculos
reprasentan al alrayente.

J.B. Stock (1992) basado en el andlisis de la secuencia de aminodcidos
del receptor, ha propuesto que ai melilarse los aminodcidos glutdmicos y
neutralizarse las cargas de los mismos, se forma una asa de a-hélices (o coiled
coil) que favorece la formacién del complejo ternario e indirectamente disminuye
la atinidad por el atrayents.

Rhodobacter sphaerofdes y su flageio

R. sphaseroides perienece al orden Rhodospirillaceae también liamado

bacterias purpuras no sulfurosas (Figura 13). Las baclerias perienecientes a

este orden son acudticas y coexisten con organismos estrictamente
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heterdtrofos, viven en lagos y pantanos meromicticos (donde el fondo no se
mezcla con la superticie debido a que son aguas muy calmadas) alimentados
por mucha materia orgdnica en descomposicién: en particular habitan en el

estrato profundo que es fangoso y anaerdbico, llamado el hipolimnion.

S .

e

e

Flgura 13. Mictogralia olactrnica de R. sphaeroides donde se observa el flagalo subpolar
(Ammitage of al, 1987).

El orden Rhodospirilaceae es fotosintético, y se caracteriza por utitizar
coma donador de electrones compuestos como aztcares y dcidos organicos
(succinato, piruvato, factato, etc.). Son especies con un metabolismo muy
versatil: en condiciones de luz y anaerobiosis son foloheterétrotos; de
microaercbiosis a aerecbiosis en la oscuridad son heterdtrofos y en
anaerobiosis en la oscuridad realizan fermentacidn (Imhoft et al,, 1989),

R. sphaeroides es muy diterente de S. lyphimurium vy E. coli tanlo en su
compotamiento de nado como en su quimiotaxis. R. sphaeroides tiene un

fiagelo subpolar que gira sélo en una direcclén CW. A pesar de que tiene un
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sélo flagelo nada cuatro veces mds rdpido que las bacterias entéricas, su
velocidad de nado es de 100 pm 5", lo que equivale a 50 custpos celulares
{Armitage et al, 1987).

Sobre ia estructura del flagelo de R. sphaeroides existen lnicamente
estudios preliminares, los cuales Indican que el cuerpo basal el mismo ndmero
de anillos y que el gancho es racto; esto tltimo se ha asociado con el hecho de
que al ser una bacteria uniflagelada no requiere la formacidn de una trenza
(Sockett et al,, 1991).

El patrén de nado es diferente al de las bacterlas entéricas, el
desplazamiento se da cuando el flagelo gira a favor de las manecilias del reioj
(CW) y mientras que la reorientacién se da cuando se detiene la rotacién. Este
paro cambia significativamente la estructura del filamento modificdndoio de una
hélice funcional de pequefia longitud y amplitud, a una hélice de gran amplitud
que se encuentra retraida hacla el cuerpo celular (Armitage et al ., 1987)

(Flgura 14).

g = 0 = F0p
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o

Figura 14. Esquema del patrén de nado de R. sphasmides, cuando ol flagelo gira CW (a
bacteria 8o desplaza y el flagelo se manliene estirado, Cuando el fiagelo deja de girar la
bacteria se reorienta y el flagslo se retrae (Armitage st al, 1087).
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La quimiotaxis de esta bacteria ha sido muy estudiada por el grupo de
Armitage. Los principales atrayentes de la bacterla son dcidos orgénicos,
azlcares, amonio, potasio y rubldio, a la fecha no se han identificado
repelentes. Criginalments se propuso que el mecanismo de quimiotaxis de esta
bacteria no requierfa de un receptor (Sockett 6t al, 1990) y en cambio era
indispsnsable transportar y metabalizar a los quimiostactores para que se
produjera la respussta (Ingham et al,, 1987 y Poole et al, 1983). Sin embargo
reciantements se locaiizaron receptores y proteinas Che (Ward et al, 1985a y
Ward ¢t al,, 1895b). Al parecer existen dos ChaY, una que interactda con CheA
y la otra que interactua directamente con aigunas rutas metabdlicas.

R. sphaeroides ademds presenta quimiocinecis, 8s decir modifica la
velocidad de su nado sin cambio alguno en el gradiente electroquimico de
prolones, todo parece indicar que s una respuesta independiente de la
quimiotaxis. También presenta cinesis a la luz que es ocasionada por el

aumento en ia fusrza protén molriz (Armitage et al., 1985),
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Objetivos

Mucho se ha estudiado sobre el flagelo de E. coliy 8. typhimurium, por lo
que se han tomado como paradigmas del sistema flagelar, sin embargo no
necesariamente las caracteristicas de estos organismos son las mds
generalizadas; Rhodobacter sphaeroides al tener un soélo flagelo que rota
unigireccionalmente representa un sistema mas simple lo cual podria resultar en
un mejor modelo.

El filamento de A. sphaeroides se comporta muy diferente al de las
bacterias peritricas ya que al detonerse la rotacion se relaja el filamento flagelar
camblando significativamente: de su forma funcional, a una forma relajada

retrafda hacia el cuerpo celular (Armitage st al., 1987).

Por lo anterior, este trabajo tiene como objetivo caracterizar
estructuralmente la flagelina de A. sphaeroidss. Para abordar el objetivo
plantoado se establecleron los sigulentes abjetivos particulares:

¢ Purificacién de los filamentos,

¢ Monomerlzaclén de los mismos.

» Determinacién del patrén de desnaturalizacion témmica para conocer los
dominios del monémero y del polimero.

+ Determinaclén de la estructura secundaria del monémero y de! polimero

mediante espectroscopia de dicroismo circular.
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Materiales y métodos

Se ulilizé la cepa silvestre WS8 do la bacterla fotosintética Rhodobacter

sphaeroides, la cual fue amablemente donada por la Dra. Liz Sockett. La cepa

$6 cracid tanto en medio liquido como en sdlido.

Medios de cuitivo

Para los cultivos lfquidos en condiciones fotoheterotréficas se utilizd el
medio minimo descrito por W. R. Sistrdm en 1962, el cual fue disefiado a partir
de modificaciones del medio reporiado por Cohen-Bazire y colaboradares
(1957). Para preparar este medio s hizo una solucién concentrada (10x), que
contiene la mayoria de los reactivos, y que se puede congelar por periodos

prolongados de tismpo, esta solucion incluye lo siguiente:

masa (g}

Ac. Succinico
K.HPO,

(NH.)2S0,

NaCl

MgS0,- 7H,0

Ac. Nitrilotriacético
Ac. L-Glutdmico
Ac. L-Aspdriico
CaCl; - 2H,0
FeS0,: 7H.0

40
348
5.0
5.0
3.0
20
1.0
0.4
0.334
0.02

(NH4)0M070Q4 . Hzo 0.002
Sol. Elementos traza 1 ml

Sol. Vitaminas
H.0 destilada

1m|

cbp 1l

concentracién (mM)

340
200
37.8
85
12
1.05
6.7
2.5
23
0.07
0.0016
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Para obtener el medio 1%, 56 diluyd la solucién anterior 1:10 y se la ajusté
ol pH a 7.0 con lentejas de KOH, posteriormants se esterilizé en ia autoclave
durante 20 minutos a 121° C y a 20 Ib de presién.

Para preparar 100 m! de la solucién de vitaminas 1000x so agregaron:

Ac. Nicotinico 10g 80 mM
Tiamina HCI 05¢g 15mM
Biotina 0.01g 04 mM
H:0 destilada c.b.p. 100mi

mientras que para 100 ml de la solucién de elementos traza 1000x se

requirié de:

EDTA 16759 45 mM
ZnS0, - TH,0 10.95 g 380 mM
FeSO, 7H,0 509 180 mM
MnSO, - TH;0 1.54 g 100 mM
CuSO04- 5H,0 0.392¢g 16 mM
Co (NH3);-6H,0 0.248¢g 8.5mM
HiBO; 0.114¢g 18 mM
H.0 destilada c.b.p. 100 ml

se le agregé acido sulfrico gota a gola hasta que la soluclén se aclard.

Tanto la solucién de vitaminas como la de elementos traza se guardaron a 4£c.
Para preparar e medio s6lido se le agregé al medio anlerior 2% de

bactoagar, se esterilizé en la autoclave durante 20 minutos a 121°Cya20 b

de presidn, posteriormente se vacié en cajas de Petri de 30 ml de capacldad.
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Siembra de baclorlas

En condiciones estériles, se tomé de una caja de Petri una colonia de R.
sphaeroides y se deposité en un vial de 20 ml, el cual se ilend al méximo de
capacidad con medio de cultivo liquido, se cerré con una tapa de rosca y se
axpuso & la luz de tres focos de 100 wattes. A los 3-4 dlas cuando 8l cultivo se
encuentra en fase estacionaria se inocularon frascas Wheaton de 1.22 | con 5
mi de baclerias. Después de poner el Indculo se rellenaron con madio liquido
tratando de dejar la menar cantidad de aire entre el medio y la tapa, para
generar |la microasrobiosis.

Las botellas se colocaran en una pecera de 40 litros de capacidad, que
contenfa 20 litros de agua, se llumind con 6 focos de 100 wattas colocados a
una distancia aproximada de 25 cm y la temperatura se mantuvo constante a
30° C (Maldonado, 1995). A las 18 horas cuando el cultivo estd en fase
logaritmica (DOex = 0.6) se procedié a cosechar. Las bacterias se cosecharon
mediante cantrifugacién a baja velocidad (5 500 x g) durante 10 minutos a 4° C,
en un rotor Sorvall GSA.

Para mantener la cepa se resembrd constantemente en cajas de Petri en
condiciones fatoheterotrdficas, logradas en una cémara de anaerobiosis

expuesta a fres focos de 100 wattes.
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Purlticacion de flagelina de Rhodobacter sphaoroldes

Una vez cosechadas las células, se desechd el sobrenadante y sl
precipitado (conteniendo fas células) se resuspendié en un amontiguador de
fosfatos (NaPQ, 10 mM pH 7.0, NaCl 150 mM), se utilizaron & m! por cada litro
de medic de cultivo. Cada 2 ml se agitaron fuertementg en vértice durante 1.5
minutos. Se centrifugd a baja velocidad (20 000 x g) durante 30 minutos en un
folor Sorvall 55-34, el sobrenadante se centrifugé a alta velocidad (75 000 x g)
durante una hora a 4° C en un rotor Backman 60 Ti. La pastilla se resuspendié
en el mismo amortiguador de fosfatos y

se somelié a un gradients de cloruro de centrifugar (5 500 x g)
lmumo
agitar vigorosamente

ceslo (4.9 g de CsCl en 12 ml) en un

rotor vertical Beckman 65.1 vTi a 200

000 x g durante 130 minutos. Se centrifugar (5 500 x g)
, \ acbrenadanie

colectaron 5 fraccionss, en la primera se

_ centrifugar (75 000 x g)
focalizaron los pigmentos y en la tercera preciaacy
los filamentos. La fraccién que contenia gradients CsCi

fraocién

fos filamentos se dializé contra el l °

dializar y centrifugar (75 000 x g)
amortiguador de fosfatos y s centrifugd lwm

a 75 000 x g durante una hora, el rasuspender

precipitado se resuspendié en el menor

Figura 16. Diagrama de fiujo para la
purificacién de flagelina de R. sphaeroides.
Se menclona la fraccidn (sobrenadante o
(Flgura 15). pracipitado) utilizada parm el siguients paso.

volumen posible (Ruiz et al, 1993)

28



Purificaclén de fingelina de Rhodobacter sphasroldes

Una vez cosachadas las células, se desechd el sobrenadante y el
precipitado (conteniendo las células) se resuspendié en un amortiguador de
{osfatos (NaPO, 10 mM pH 7.0, NaCi 150 mM), se utilizaron 5 mi por cada litro
de medio de cultivo. Cada 2 ml se agitaron fuertemente en vértice durante 1.5
minutos. Se cantrifugd a baja velocidad (20 000 x g) durante 30 minutos en un
rotor Sorvall $S-34, el sobrenadante se centrifugd a alta velocidad (75 000 x )
durante una hora a 4° C en un rotor Backman 60 Ti. La pastilla se resuspendié
en ¢l mismo amortiguador de fosfatas y
se somelid a un gradiente de cloruro de centrifugar (5 500 x g)

coslo (4.9 g do CsCl en 12 ml) en un preclindo

agitar vigorosamante
rotor vertical Backman 65.1 vTi a 200

000 x g durante 130 minutos. Se centrifugar (5 500 x g)
R . solxenadanie

colactaron 5 fracciones, en la primera se

. centrifugar (75 000 x g)
localizaran los pigmentos y en Ia tercera l preciid
los filamentos. La {raccién que contenfa gradiente CsCl

fracckin %%

los filamentos se dializé contra el l ’

dializar y centrifugar (76 000 x g)
amontiguador de fosfatos y se centrifugd ' lwﬂw

a 75 000 x g durante una hora, el resuspender
preclpitado se resuspendit en e! mencr

volumen posible (Rulz et al, 1993) ;m’l;c,;g' dso?‘f;m g: l?',luls‘::mp:r?bx

Se menciona la fracckon (sobrenadante o
(Flgura 15). precipitado) utilizada para e! siguisnte paso.
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Despolimerlzacién de los filamantos

Para la obtencién de mondémeros de flagelina los filamentos se sonicaron
(tres vecas durante un minuto) para disminuir su tamafo, razén por la cual la
turbidez de la solucién disminufa. Se calentaron durante cinco minutos a 65° C
para lograr la completa despolimerizacion, Posteriormente se centrifugaron a 75
000 x g en un rotor 60 Ti. Los mondmeros de la flagslina se localizaron en el
sobrenadante. La monomerizacion se verificd medianie geles nativos de
poflacrilamida (en gradiente de 5-20%). E! mondmero es eslable en
amortiguador de fosfatos 10 mM pH7.0 NaCl 6 KF 150 mM a 4° C, por lo menos
durante dos semanas.

Se probd disociar los filamentos con pH dcido sigulendo el método de
Asakura y colaboradores (1972) para S. typhimurium y E. coli, sin embargo no
fue posible obtener e/ monémero. Este método consiste en incubar los
filamentos durante toda la noche en amortiguador de glicina 50 mM pH 2.5 0 en
dcido cfirico 50 mM pH 1.2,

Determinaclén de Ia concentraclon de protelna

Se utilizé el método descrito por Smith et al.,, (1985) del 4cldo bicinconinico
(BCA), que consiste bdsicaments en;

Solucién A:

CuS0, - 5H,0 0.4g

H;0 desionizada c.b.p. 10ml
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Soluién B:
bicinconinato de sodio
Na,CO;,
tartrato de sodio
NaOH
NaHCO;

g
2g
0.169g
049

09859

H:0 deslonizada c.b.,p. 100 mi

Se agregaron de 2 a 50 pl de la solucién problema y se completaron con

agua desionizada a un volumen de 100 yl, posteriormente se afadié 1 mi de la

mezcla 1A:50B, y se incubd durante 30 minutos & 37° C. Se leyd la absorbancia

de las mezclas a 562 nm. Se interpolé contra una curva patrén (realizada de

lgual manera) de 4 a 24 pg de albdmina de bovino.

Electroforesis de protelnas

Para determinar e! grado de pureza de la flage!ina se realizaron

elactroforesis en SDS-PAGE al 12%, utlizando el equlpo y los reactivos de

PhastSystem™ tal y como el proveedor recomienda. As/ mismo se corieron

geles nativos en gradiente de poliacrilamida del 4-15% para conocer el grado

de asociacién de la flagelina.
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Los galos se tineron con nilrato de plata (Alzawa, 1993) reduciendo los
tiempos a la mitad debido al pequefio espesor de astos geles. Para un resumen

16.
del proceso ver Figura 16 Fijar:

metanol 40%, formaldshido 5% 10 min

!

Lavar:
aguax 2 6 min

Pretratar:
Na,;S;0; 5H;0 0.02% 1 min

!

Lavar:
aguax2

|

Plata;
AgNO; 0.1% 15 min

Enjuagar:
agua, revelador

Revelar:
Na,C0; 3%, formol 0.05%,
Na,S,0; - 6H,0 0.0004%

|

Fijar:
dcldo cltrico 2.3 M

La%ar:

agua 10 min

!

Secar:
atanol 10%, glicerol 4% 10 min

Figura 18. Diagrama de flufo para la tinckdn con nitralo de plata de los geles de SDS-PAGE
(Alzawa, 1993).
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Preparacion de antlcuerpos polliclonalos

Seinoculé a un conejo hembra, via intramnuscular, con 150 pg de flagelina
pura de Rhodobacter sphaeroides en adyuvante completo de Freund. Se
aplicaron tres refuerzos de 100 pg en adyuvanie incompleto de Freund
ospaciados por 21 dfas, 10 dlas después det Uitimo refusrzo el conejo se sangrd
a blanco por puncién cardiaca. Se dejé coagular el suero (dos horas a 4°C) y
se separd de! paquete celular por caentrifugacién (20 000 x g durante 30
minutos), la fracclon de gamaglobulinas del suero se pracipité con sulfato da

amonio saturado al 50% y se guardé a -70°C (Harlow et al, 1988).

Inmunorréplica tipo westem

La técnica consiste en transierir ala protelna de un gel de poliacriiamida a
una membrana de nilrocelulosa. La membrana se decora con el antisuero
aspecifico (anticuerpos primarios), y posteriormente con anticuerpos
secundarios {contra los primarios) biotinilados.

Se corrld un gel SDS-PAGE al 12%, al cual se le colocd una membrana de
nitroceluiosa previamente humedecida en agua. La proteina se transfirié por
difusién duranta 30 minutos a 70° C. A continuaclén el papel se bquueé durante
45 minutos con gelatina al 3% en agua a temperatura ambiente. A continuacién
se incubd con 10 ml de TTBS (Tris 20 mM pH 7.5, NaCl 500 mM, Tween20
0.05%) mas 40 pl de suero normal de cabra durante toda la noche.

Posterlormente se lavé la membrana tres vacas duranta § minutos con TTBS, se
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ingubd con el anticuerpo primario en  electroléresis SDS-Page

golatina &l 1% TTBS durante 30
transterir a nitrocelulosa

minutos. Se volvié a lavar de igual por dtus ’ ———------—---‘l
) . . peped ]
manera y se procedié a utilizar los bloquear tefir con plata
golating 3%, 60
reactivos del proveedor Vectastain™ 10 nonal de cala, 24 .
lhm:)x
que revelan los anticuerpos por
anticuerpo primario
medio de la reacclon enzimatica de tod'a entitageiina 1.10 000, 30
iever 3
la fosfaltasa alcaling, para un
v P anticusrpo secundario
IgG'a anticonejo biotioladas, 30
resumen del proceso ver figura 17.
lmsx
reactivo A-B

Avidina lostatnaa aloaiina, 30

lhvu&(

revelador
sustato d fa fosfatasa sicelina

Figura 17. ODiagrama de llujo para la

Inmunorréplica tipo wasterm.

Calorimetria

Los barridos de calorimetila diferencial se lievaron a cabo en un
microcalorimetro  MC-2™ (Ultrasensitive scanning calorimeter). Las medidas
calorimétricas se realizaron en un amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.0, NaCl
150 mM. Las muestras fueron desgasiticadas a presion reducida durante 10
min, La velocidad de calentamlento fue de 1° C/min. Se utllizaron concentra-

clones de protelna en el rango de 0.7 a 1.0 mg/ml, (Voderviszt ef al., 1885).
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Espectroscopia de absorcién
Los espactros de absorcién se lievaron a cabo en un espectrolotdmetro
UV-VIS Shimadzu 160U. Ei espectro se obtuvo en una celda do cuarzo de 100
il haciendo un barrido de 220 a 400 nm. Se ulilizdé como linea base un
amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.0, NaCl 150 mM, mismo en el que se

encontraba la protelna. La concentracion de proteina fue de 1 mg/mil.

Espactroscopia de dicrofsmo clrcular

Los espectros de dicrofsmo circular (CD) se llevaron a cabo en un
espectropelarimetro Aviv 62Ds en una celda de cuarzo con un paso de luz de
0.1 cm, los datos se colectaron de 190 nm a 250 nm cada 0.5 nm a temperatura
ambiente (25°C). La concentracién de proteina fug de 0.16 mg/ml en al caso dal
filamento y de 0.14 mg/ml para el monémero de flagelina. En ambos casos la
protelna se encontraba en un amontiguador de fostatos 10 mM pH 7.0, KF 150
mM (Uratani et al., 1972),

Estos espectros de CD fueron analizados para predecir la estructura
secundaria de la flagelina utllizando el programa PROSEC que trabaja con una
base de dalos de 15 protelnas de estructura conacida mediante rayos X (Yang
et al., 1986), Este programa supone que el espectro de CD observado es la
superposicién lineal de los espactros da cuatro conformacionas dominantes: o-

hélices, hojas B, giros B y el no regular. PROSEC hace un andlisis de minimos
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cuadrados acotados en el que restringe la suma de las fracciones & 1, lo que
mejora el estimado de hojas [} y giros .

También se midié la dependencia de la elipticidad a 222 nm a la tempe-
ratura, desde 15° C hasta 70° G con un incremento de temperatura de 1° C/min.

Otros procedimientos

Caias de agarsuave

En el caso de que Ia motilidad disminuyera, las colonlas se volvian a
seleccionar en cajas de agar suave (0.03% de bacto peptona, 0.03% de extracto
de levadura y 0.3% de bacto agar). En estas cajas las bacterias se siembran por
puncién y crecen formando un halo, ya que la viscosidad del medio les permite
nader. Se seleccionan las bacterias que se han desplazado mejor, es dscir las
de Ia orilla del halo.

Microsconia dptica

La motilldad de los organisimos se revisé constantemente en un
microscopio optico con el sistema de iluminacion de campo oscuro de alta
intensidad. Esta técnica permite observar claramente los flagelos da las
bacterlas vivas y no hay necesidad de tefiirlos. (Macnab, 1976)

alection

Las muestras de filamentos fueron examinadas por microscopla slectrénica
en un microscopio Jedl 1200X Il de la Unidad de Microscopia Electrénica del
instituto de Fisiologfa Celular a un voliaje de 60 a 80 kv. Se ullliz una lincién

negativa de acetato de uranilo 1.0% pH 4.0 (Raske et al., 1976),
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Resultados

Alslamiento de ia fiagelina de R. sphasroides

Los filamentos de R. sphaeroides se purificaron mediante una modificacion

a la técnica descrita por Ruiz y colaboradores (1993), la modificacién consiste

en ulilizar bacterias crecidas en fase logaritmica temprana. Esto nos permitié

tener la fraccidén de filamentos libre de pigmentos, debido a que en esta fase la

produccién de pigmentos es menor y la motilidad es maxima (Armitage et al.,

1987).

El método de purificacion permite
obtener una flagelina con una puieza mayor
al 95%. Esto se determiné por medio de
geles desnaturalizantes de poliacrlilamida-
SDS. Como se ve en la figura 18 sélo se
obtiene una banda, lo cual es evidente
incluso tifiendo el gel con nitrato de plata.
Esle gel nos indica que los filamentos de A.
sphaeroides estdén compuestos por un
polipéptido. Este tiene un peso molecular
aparente de 55 kDa que es semejante al del
reslo de las flagelinas purilicadas, cuyos

pesos moleculares se encuentran tlpica-

mente entre §0 y 60 kDa (Macnab, 1995).

a b

97 —» —
66 > = o « 55

45 —»

31 —P stuns

21 —> ewe
14 —» ==

Figura 18, Clectroforesis on gel
desnaturalizante  de  poliacrilamida
12.5% de la tiagelina de A. sphasmides
purificada, Carril a estdndares de peso
molecular 97, 66, 45, 31, 21 y 14 kDa
(fostorilasa b, albimina sérica de
bavino,  ovoalbimina, anhidrasa
carbbnica, inhibidor de tripsina de soya
y lisozima respoctivamente). Carril b
flagefina do R. sphaorokios, se Indica su

peso Imolaculal aparente en kDa.
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Resultados

Alslamlento de la flagelina de R. sphasroldes

Los filamentos de R. sphaeroides se purificaron mediante una maditicacién

a la técnica descrita por Ruiz y colaboradores (1993), la madificacién consiste

en utilizar bacterias crecidas en fase logaritmica temprana. Esto nos permitié

tener la fraccidn de filamentos libre de pigmentos, debido a que en asta fase la

produccién de pigmentos es menor y la motilidad es maxima (Armitage et al,

1987).

El método de purilicacidn permite
obtener una fiagelina con una pureza mayor
al 95%. Esto se determiné por medio de
geles desnaturalizantes de pollacrilamida-
SDS. Como se ve en la figura 18 sélo se
obtiene una banda, lo cual es evidente
incluso tifiendo & gef con nitrato de plata.
Este gel nos indica que los filamentos de R.
sphaeroides estan compuestos por un
polipéptido. Este tiene un peso molecular
aparente de 55 kDa que es semejante al del
resto de ias flagelinas purificadas, cuyas

pesos moleculares se encueniran tpica-

mante enlre 50 y 60 kDa (Macnab, 1995).

ab

97 — ~—
66 — — am <+ 55

45 —»

31 —p e

21 —> e
14 —> ==

Figura 18, Elactioforesis en gel
desnaturalizante de  poliacrilamida
12.5% de la flagelina de RA. sphaeroides
puriticada. Catril a estdndares da peso
molocular 97, 66, 45, 31, 21 y 14 kDa
(fosforilasa b, albumina sérica de
bovino,  ovoalbimina,  anhidrasa
carbénica, inhibidor de lripsina de soya
y flsozima rospectivamento). Carril b
flagetina de A. sphasroides, se indica su

peso molecular aparente en kDa,
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Flgura 19, Micrografia electrénica de filamentos puros de R. sphaeroides tefildos con acetalo de
uranilo al 1% pH 4.0,

v

Flgura 20. Microgralla elactionica de un flagelo de R. sphaeroides. Se muestra con fiechas el
sitlo donde se observa ol llamento f con una supsrestructura de fineas paralelas, las proleinas
da unién u y el gancho g recto can una superestructura helicoidal.
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Mediante microscop(a electrénica se veriticd la presencia de los filamentos
asi como su tamano (Figura 19). Un acercamiento del filamento permite ver su
estructura que consiste de un patrén de tineas paralelas ligeramente inclinadas
con raspecto al gje del flagelo. Ademds en la parte proximal es posible apreciar
las protefnas de unidn (HAP} y el gancho (Figura 20).

Se realizd una Inmunorréplica tipo westem con la finalidad de asegurarse
de que la proteina purificada era la flagelina. Se utilizaron anticuerpos dirigidos
contra 'a flagelina de S. typhimurium, sin embargo esta anticuerpo no dio
reaccion cruzada con la proteina de R. sphaeroides (Figura 21a). Debido a lo
anterior se procedié a generar anlicusrpos contra ia flagelina de R. sphasroides.
Estos anticuerpos tampoco cruzan contra la flagelina de S. lyphimurium,
probablemente debidc a que tienen diferentes epitopes (Figura 21b).

a b

50kD S5KDY ==

Flgura 21. inmunorréplicas tipo waestemn. En el carrll 1 flagelina de A. sphaeroldes, carril 2
flagelina de S. typhimurium. a. Inmunarréplica decorada con IgG dirigidas contra los filamentos
de S. typhimurium. (dilucién 1:50 000). b. Inmunorréplica decorada con igG dirigidas contra los
filamenlos de A. sphaeroides (dilucién 1:100 000). En ambos casos se observa que los
anlicuerpos ho cruzan,
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Despolimerizacidn de los fllamentos

Los filamentos se despolimerizaron con la finalidad de comparar la

estructura de la proteina de forma polimérica y monomérica. Debido a que no

fue posible disociar a los filamentos a pH acido con el método de Asakura y col.

(1972), los filamentos se

despolimerizaron por calor. Se
modifico ia técnica de Uratani y col.
(1972) calentando los filamentos
durante cinco minutos a 65°C.

La despolimerizacién-se verificé
mediante geles nativos en gradiente de
poliacrilamida  (5-20%). Como se
observa en ei carril b de la flgura 22
sélo se ohtiene una banda con un peso
cercano a 66 kDa (carril a), ademds se
puede obsarvar en el carril ¢ que la

forma polimérica no entra al gel.

a b c¢

Flgura 22, Eleclroforesis on gel nativo de
poliacrilamida 5-20% de la flagelina de R.
sphaeroides, carrll a albimina sérica de
bovino con un peso molecular de 66 kDa, carril
b flagelina en su forma monomérica, carril ¢
en su forma polimérica. Se observa en el carril
b una sola banda y en e cariii ¢ que los
filamentos no entran en el ga).

Calorimetrfa diferenclal de barrldo

El calorimetro registra como cambia la capacidad calorifica con respecto a

la temperatura. Durante el desdoblamiento de la proteinas se presentan

cambios bruscos en la capacidad calorifica que indican fa exposicién de los

residuos hidrofdbicos al agua.
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En la curva de desdoblamiento de la flagelina en su forma monomérica
(Figura 23a) se observa un maximo a 42.4° C. Al calentar la proteina (hasta 75°
C). dejarla enfriar y volverla a calentar se obtiene la misma curva. Esto indica
que la proteina vuelve a plegarse esenciaimente a la misma forma, por lo tanto
6l desdoblamiento por calor de la flagelina en su forma monomdrica es un
proceso raversible.

En Ja curva de desdoblamiento del polimerc de flagelina (Figura 23b) se
observa un méximo a 50.7° C. En este caso el proceso es aparentemente
irreversible debido a que al calantar la musestra por segunda vez se obtiene la
curva del mondmero.

Para caracterizar el camblo de energia de estos procesos, se calculé
directamente el cambio en fa entalpia calorimétrica (AH®) integrando el drea
bajo la curva de la capacidad calorifica mediante la siguiente ecuacién

AHENT) = [) (AT
donde Cp 65 la capacidad calorifica a prasidn constante y se integra desde que
la proteina estd en su estado nativo (0) hasta donde se encuentra totalmente
desdoblada (1).

La entalpla de desnaturalizacién del mondmero (109 keal) y su
temperatura media de transicion (Tm) (42.4° C) son considerablemente menores
que las del polimero (AH™ = 284 keal y Tm =50.7° C) (Tabla 2), lo que indica
que se requiere mds energla para desdobiar al polimero y por lo tanto es mas

estabie que el mondmero.
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También se calculd el cambio en la capacidad calorifica de van't Hoff
(AH™) a partir de las curvas de Cp (Tabla 2). En este caso el cambio de entalpfa
se calcula a partir de la constante de equilibrio aparents K' inferida a partir de la

temperatura media de transicion (Tm). Se utilizo la siguienie ecuacion
Allnl“ml
donde R es la constante de los gases ACpmx €5 la Cp mdxima (0 sea la

Al

capacidad calorifica evaluada en la Tm), y T €5 la Tm.

Para saber si era posible suponer una {ransicion de dos estados se hizo el
cociente de la entalpia calorimétrica y la de van't Hoff (AH® / AH™) (Tabla 4).
Este cociente es igual a uno sdlo cuando se trata de dos estados, aesto es
debido a que AH™ se calcula a partir de la constante de equilibrio aparente.

En el caso del mondmero el cociente da la entalpla calorimélrica y la de
van't Hoff es semejanta a uno, por lo tanto existe un solo dominio que se derrite
cooperativamente. En el polimero este cociente 8s mayor a uno indicando que
hay mds de dos estados, por lo cual se realizd la deconvolucién del trazo. La
curva del polimero se ajusié mejor a un modelo de tres estados con al menos
dos dominios.

Tabla 2, Caracterfsticas termodindmicas de la desnaturalizacidn térmica de
la tlagelina, en su forma monomérica y polimérica.
Tm (°C)  AH®(kcal) AH™ (kcal) AH/AH"™
polimero 50.7 284 102 280
mondmero 424 109 123 0.89
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Figura 23, Capacidad calorffica {caVgrado) de la flagelina en funcién de la temperatura (°C). a.
monémaro, b. polimero. ... axperimental, -----daconvolucién, ~--pico calculado,
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Espectro de absorclén en al UV
Se hizo un espectro de absorcién de la flagetina en fa regidn del UV para
ver las caracteristicas de absorcién (Figura 24). Este espactro nos sirvié para
saber que rango de longitudes de onda se tomarla en cuenta para recopllar el
espactro de CD. Debido a la baja absorcién de la flageiina en el UV cercano
(250-300 nm), los espactros de CD en este rango mostraban una relacidn ruido-

sefal muy alta por lo que no se tomaron en cuenta para el presente trabajo.

1.0
|

g 1 |
'3 0.8 l‘
g {
o \
2 06 NP
~ \
g \
§ 0.4 - \
g \
2 02 ~<
< 7 RN ——

0.0 T T T ! 1 T 1

240 280 320 360 400
Longitu de onda (nm)

Flgura 24, Espectro de absorcion en ia region del ufiravioleta de la flagelina de A. sphaerokdes
=y 5. typhimurtum ------, esta Gltima tiene 6 fenilalaninas y 9 tirosinas.

Elipticidad (segulda a 222 nm) en funcién de la temperatura
Para conocer los cambios en la estructura del monémero y polimero de la
flagelina se siguié Ia elipticidad a 222 nm en funcién de la temperatura (Flgura

25). En este caso se hicieron curvas aumentando y disminuyendo la
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{emparatura pata observar si 8l mondémaero y el polfmero se desdoblaban da la
misma manera. (para una nocidn del dicrolsmo circular ver sl apéndice),

En el caso del mondmero la elipticidad es tolaimente reversible, ya que la
curva de aumento y de disminucién de temperatura son iguales. A diferencla de!
mondmero la alipticidad del polfmero no es reversible. Tanto en el caso del
mondmero como en el del polfmerc, a bajas temperaturas se observa una
olipticidad tlplca de proteinas que contienen o-hélices, mientras que a
temperaturas mayores se observa una menor alipticidad que pudiera
corresponder a un polipdptido sin estructura regular.

Los valores de glipticidad para los estado nativos (n) y termodindmicamente
desdobiados (td) se obtuvieron al extrapolar los valores previos y posterlores a

la transiclon, estos valores se musstran en ia figura 25 con Iineas puntsadas.

0
o
L A,
- '. .
o
o5 o a'g
- 0 . '"',.“[
X mmmm"‘.’!mnhm k
=g |
o ’
g ...'.
:@ 16 7 -'.‘i'.'w'"‘;'.‘""‘-"w-v".‘-""-n"r_-.';..
' f 1 T T
20 30 40 50 60 70
Temperatura (°C)

Figura 25, Elipticidad promedio por reskiuo (gtado -cm’ .dacimol* .10%) a 222 nm en funcién de
la temperatura de la flagelina de A, sphaerokies.® polimero al aumentar la temperatura, O

palimero al disminuir ia temperatura, ® monémero al aumentar la temperatura y 0 monémero al
disminulr la temperatura.
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Para confirmar los datos obtenidos mediante calorimetrfa se hicieron las
gréficas de van't Hoff (Flgura 26), en las que se observa el logaritmo natural de
la constante aparente de equilibrioc (In K’} en funcidn dei inverso de la

t t 1/7) dond
emporatura (1/7T) donde . 10)T) -~ [0(T)

K et~ 1)

utilizando la siguiente ecuacion ) |
d(nkK')  AHW

“5(‘11?)” R

se calculé la entalpla de van't Holf (AH™) (Tabla 3), que corresponde a la
pendiente de estas gréficas. La entalpla de van't Hoff para el polimero es de

111 keal, y para el monémero es de 117 keal.

2 y
1 . I.' * . .
0 ' *
¥ . .
c
£ R .
-2 N .
-3 . .
T | L T I |
3.00 3.05 3.10 3.15 3.20

17T x10° ¢

Flgura 26, Gréfica ds van't Hoff en la quo se muesira el logaritmo nalural de la constanie
aparente de equilibrio (In K) en relackn con of Inverso de la temperalura $C™). A partlr de
aslas regresionss lineales se calculaton los valores de entalpla de van't Holf.@ mondmero M
polimero.

Se obtuvieron los valores de la temperatura media de transicién (Tm) para el

mondmero y para el polimero (Tabla 3). Este valor nos indica fa temperatura en
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la que la mitad de Ia poblacién se encuantra en un ostado y ta mitad en ei otro.
Las Tm se calcularon a parir de la ecuacidon

AG -RThhK
evaluando la temperalura para una energia libre (AG) igual a cero.
La Tm del monémero es de 45°C, y la del polimero es de 59°C. Lo que indica
que 85 més astable 6! polimero que e | mondmero.

Tabla 3. Tm y AH" de la tlagelina,.
Obtenidos madianle el seguimiento de la elipticidad a 222 nm en la funcion de la lempsratura.
Tm (°C)  AH" (kcal)
polimero 59 111

mondmero 45 117

Dicrofsmo clrcular

Para determinar la estructura secundatia de la flagelina se hicieron los
aspectros de CGD en el UV lejano. Los espectros de CD del mondémero y del
polimero son semejantes, ambos presentan con un méximo alrededor de 195 nm
y dos valles a 222 y 208 nm (Figura 27). Esto suglere que en ambas formas
existe un alto contenido de a-hélice; debido a que los datos ya estdn
nomalizados por mol de aminodcido, las difersncias en las magniludes de los
picos y los valies reflejan diferencias en la estructura secundatia.

Los porcentajes de a-hélices, hojas f, giros i y estructura no regular fusron
calculados a partir de Ia elipticidad promedio por residuo en 6l rango de 180 a

240 nm con intervalos de 1 nm (Tabla 4). La estructura secundaria dol
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mondmero presenta un alto contenido de a-hélice (21%) asl como de hojas B

(26%), mientras que la estructura de! polimero es pradominantemente de o-

hélice (44%).

Tabla 4. Estructura secundaria de la flagelina

Las fracclones fueron estimadas a partir del 6spsctio de CD en 6 UV lejano, la suma de las
fracclones ea kjual a uno.

a-hélice hojas p giros § otras
mondémere  0.21 025 016 0.38
polfmero 044 016 017 0.23

40

)

30

103

4

20 polimero

B}x10°

{grado em? dmol

mondmero -

180 200 210 220 230 240 250
Longitud de onda {nm)

Flgura 27. Espectros da dicrolsmo circular en la regién del UV lejano de la flagelina de A.
Sphaeroides en su forma monomérica y polimérica. Los especiros se realizaron en un
amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.0 KF 150 mM, en una celda da 0.1 cm de espesor. Estos
espectros ueron utiizados para calcular la esticlura secundaria de cada forma de la flageiina.
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Discusion

El presente trabajo se realizé con el objstivo de estudiar las propiedades
estructurales de la flagelina de Rhodobacter sphaeroides. Nosottos decidimos
trabajar con el filamento de R. sphaeroides porque presenta un polimorfismo
diterente al de los demds organismos. Al reorientarse la bacteria la rotacién del
flagelo se detiens, el flagelo se retrae y forma una gran hélice (Flgura 14).
Consideramos que esta peculiaridad debs tener relacldn con la estructura de la
proteina, Por lo tanto esto hace que el estudio de la flagelina ds R. sphaeroides

sea importante para avanzar aun mds en el estudio de la flagelina.

El método empleado para la purificacion de ia flagslina resultd ser
reproducible y dio preparaciones con alto grado de pureza (lo que s6 muestia
on los geles do poliacrilamida-SDS$ teflidos con plata, Figura 17). En particular
los pigmentos de la bacteria que son el principal contaminante, se eliminaron
con el gradiente de cloruro ds cesio. Ademds se puede observar al micrescoplo
alactronico que los filamentos no se dafian con este tratamiento (Flgura 16);
incluso con estas preparacionss se podria hacer la reconstruccién ds imédgenes
a partir de las micrograflas electrénicas, para ubicar la disposicion de los
monémeros en el filamento.

En el caso de R. sphaeroicas |a flagelina monomérica se obtuvo mediants
la despolimerizacién por calor del filamento, por lo tanto era Importante

demostrar que no estaba desnaturalizada. Tanto las medidas calorimétricas
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como los espectros dg dicrolsmo circular indicaron que el imonomero tione una
conformacién de tipo nativo. El aumento brusco de la capacldad calorifica
(Flgura 20) reficja la exposicién de los residuos hidrofdbicos al agua, como
resultado da! desdoblamiento de una estructura compacta (Privalov et al, 1986).
La curva de elipticidad en funcién de la temperatura mostré la capucidad del
mondmeio de redoblarse (Flgura 25). Ademds en los espectros da CD en el
ultravioleta lejano se observa que esta estructura compacta estd ordenada
(Figura 27, Tabla 4),

Al analizar la curva de capacidad calorffica dol monémero de fiagetina
{Flgura 20a), por medio de deconvoluciones y del coclente de entalpias, se
observé que esta curva borrespondfa a un modelo de dos estados, uno de la
proteina plegada y otro de la proteina desdoblada, por lo tanto, la flagelina
monométrica estd formada por un dominjo. La deconvolucidn de la curva dei
pollmero al ser desdoblado (Figura 20h) mostré dos picos; si nos ajustamos a
un modelo de tres estados (obtenido por el cociente AH™ / AH™ ), el primer pico
{el de menor Tm) corresponderia a dos dominios, esto debido a que presentd
una entalpla calorimétirca del doble que la de van't Hoff, de tal forma que
axisten fres dominios en el filamento dos de tos cuales son termodindmicamente
idénticos.

Los datos de [a entalpfa calorimétrica de R. sphasroides (Tahla 2) son
menores a los que presentan las flagelinas de olras especies como Salmonella

typhimurium, Escherichia coli y Halobacterium haloblum, y el gancho de &,
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typhimurium (como ss8 muestra en la Tabla 5), esto pudiera reflejar un
empaquetamiento hidrofébico mds extenso en los otros monémaeros.

Tabla 5. Caracter{sticas termodindmicas de la desnaturalizacién térmica
de las proteinas axiales de diferentes especies .

POUMERO  MONOMERO
AH* keal (T, °C)  aH™ keal (T, °C)

S. typhimurium §30 320 (47) Fedorov et al, 1984,
E. coli 656 346 Fedorov el al., 1884,
H. halobium 262 (91) Tarasov of ai, 1995

Gancho S. 488 (69.2) 263 (51.1)  Vondarvisz el al,
typhimurium 1995.

R. sphaeroides 284 (50.7) 109 (42.4)  eslotmbajo

Como ya se menclond an la introduccldn, ia flagelina monomérica de S.
typhimurium posee tres dominios. £i que se encuentra en la regién central de la
cadena polipeptidica (d3) es el que da al exterior de! filamento y no esld
conservado ni siqulera en las flagelinas de diferentes cepas. Los otros dos
dominios (d1 y d2) dan al interlor del filamento y son de tipo a. Durante la
polimerizacién se forma un cuao dominio (d0), también de tipo a, ei cual
constituye las paredes dei canal cantral del lilamento {Flgura 25a). Este dominio
es la clave para entender como se exporia la fiagelina por el canal central y se
ensambla en la pare distal dei flagslo. Se han realizado estudios sobre la
estructura en otras especies en los que se ha observado un aumenio del
contenido de o-hélice durante la polimerizacidn (Uratani et al, 1972,

Vonderviszt et al., 1990, Namba et al.,1989).
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typhimurium (como s muestra en la Tahla 5), esto pudiera reflejar un
empaquetamiento hidrofébico mds extenso en los otros mondmeros.

Tabla 5. Caracter(sticas termodindmicas de la desnaturalizacién térmica
de las proteinas axiales de difersntas especies .

POLIMERO  MONOMERO
AH™ keal (T, °C)  AH™ kea) (Tw °C)

S. typhimurium 530 320 (47) Fedorov o al, 1984,
E. coli 656 346 Fedorov &t al, 1984,
H. halobium 262 (91) Tatasov ot al, 1995

Gancho S. 488 (69.2) 263 (51.1)  Vondeniszt ¢! al,
typhimunum 1995.

R. sphaaroides 284 (50.7) 109 (42.4)  eslotrabajo

Como ya se menciond en la introduccidn, la flagelina monomérica de S.
typhimurium poses tres dominios. El que se encuentra en la regién central de la
cadena polipeptidica (d3) es el qus da al exterior del filamento y no estd
coqservado ni siquiera en las flagelinas de diferentes cepas. Los otros dos
dominios (d1 y d2) dan al interior del tilamento y son de tipo a. Duranie la
polimerizacién se forma un cuarto dominio (d0), también de tipo a, ei cual
constituye las paredes del canal central de) filamemo (Figura 258). Este dominio
s 1a clave para entender como 58 exporta la flagelina por el canai central y se
ensambla en la parie distal del flagelo. Se han reallzado estudlos sobre la
estructura en otras especies en los que se ha observado un aumento del
contenido de o-hdlice durante la polimerizacion (Uratanl et al, 1972,

Vonderviszt of al,, 1990, Namba et al .,1988).
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Con los esludios de calorimelria hemos visto que la flagelina monomérice
de R. sphaeroides tigne un dominio {(m) mientras que la polimérica tiene tres,
dos de los cuales son termodindmicamente idénticos (p1, p2 y p2'). En este
caso durante la polimerizacién de la flagelina aumenta el contenido de a-hélice,
disminuye el contenido de hoja B y disminuye el no regular (Tabla 4) esto indica
que parta de la estructura del monémero se plerde durante la polimerizacién por
lo tanto el dominio m ya no es igual a ninguno de los dominios del poifmero.

Con base a los resultados anteriores y por analogla con el filamento de
Salmonelia typhimurium sa propone el siguiente modelo (Figuras 28 y 29):

En el monémero las regiones terminales de la proteina no tienen una
estructura compacta definida; 8l dominio m estd formado por ia regidn central de
cadena polipeptidica y es de tipo aff. Durante la polimerizacldn, el dominic m
se modifica perdiendo parte de su conlgnido de hoja f§, y se transforma en el
dominio p1 también de tipo off; las regiones terminales se organizan formando
los dominios p2 de tipo @. Los dominios p2 dan ai interior del filamento,

mientras que el p1 da al exerior.

Aedl 2 T & | ] di+d0]
b
m
c
L__p? . L p ]

Figura 28, Esquema que musstra las partes de la secuencia de aminodcidos de ia flagelina. a

Se sefialan fos dominios asignados para la flagekina de Salmonelia typhimurium (d0, d1, d2, d3)

(DeRosier, 1995) b Dominio asighado para ! mondmero (m) da ia flagelina de R. sphaeroides ¢

E;hasoha‘:an los dominios asignados para el polimere (p1, p2 y p2') de ia flagelina de R.
orokdes.
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p2

Figura 30, Esquema de los dominios do al (lagslina de H. sphaerokles. a Mondmero (s8
muestra el dominio m, las reglones terminales no tienen un estructura compacta estable) b
Polimero (so musstran los dominios p1y p2, los p2 dan al interior del lllamento (ormando el
canal).

Es importante sefalar que los datos de entalpla de van't Hoff obtenidos de
las curvas de capacidad calorifica y de elipticidad (seguida a 222 nm) son
semejantes, sin embargo las Tm no lo son (Tabla 2 y 3). Estas diferenclas san
mucho méds marcadas para el caso del polimero; la Tm obtenida de las curvas
de capacidad calorifica (50.7° C) s mucho menor a la Tm oblenida a partir de la
elipticidad seguida a 222 nm (59° C). Esto indica qua existe un Intermediario (1)
durante el desdoblamlento de la flagelina, desde su estado nativo (N) a su
estado desnaturalizado (D).

N «& | &« D

Al seguir la elipticidad a 222nm se registra un contenido de a-hélice por lo
tanto el intermediado se compora como sl aun presentara estructura
secundaria. Por otro lado, 1a Tm entre el intermediario y el estado desdablado

es de 59° C. A esta temparatura en la curva de Cp del polimero (Figura 23b) ya
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no s@ observan transiciongs, por lo que las componentes de esta curva son
atribuidas a la presencia de varlos dominios y a las Interacclones entre los
monémeros. De tal forma se puede suponer que el intermediario se encusntra
hidratado y sin nucleo hidrofébico.

Debldo a la ausencia de nicleo y a lo laxo del intermediarlo, esta serfa la
forma en la que el mondmero es exportade por ese pequedo canal central del
filamento que al parecer no tiene el tamado suficiente para permitir el paso de
los monémeros totaimente plegados.

Si bien es cierto que in vivo la flagelina de R. sphaeroides no alcanza
nunca temperaturas cercanas a los 50° C, el intermediario podria existir con
ayuda de chaperoninas (que formen parte del aparato de exportacién) y/o

gracias a caracterfsticas peculiares del interior del canal central,
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Conclusiones y perspectivas

Las conclusionss de este trabajo son las sigulentes:

El flamento de Rhodobacter sphasroides estd compussto por
mondémeros de flagelina con un peso molecular de $5 kDa.

La fraccidn de (g flagslina cbtenida tiene una pureza mayor al 95%.

La fiagelina polimérica s mas estable que la monomérica, debido a que
8l polimero tiene una Tm d8 desnaturalizacldn mayor 8 la dal
mondmero. (Tabla 2)

{.a flagelina monomérica tiene un dominio estructural mientras que la
polimérica tiene tras. (Figura 21)

Durante la polimerizacién aumenta el contenido de a-hélice y disminuye
el de hojas B y 8! no organizado.(Tabla 4)

Por lo anterior pensamos que 8l mondmero de la flagelina sufre grandes
cambios estructurales durante ia polimerizacién.

Durante el desdobiamiento de la flagelina se obtiene un intermediario (1)
que pudiera ser la forma en la que la flagelina se exporta a {ravés del

canal central del tilamento.

Para continuar con el trabajo serfan de gran utilidad los experimentos de

repolimerizacién in vitro como indicadores de la funcionalidad de la flagelina

monomérica. Estos experimentos podrfan realizarse con diferentes solventes

qus simulen las condiciones in vivo .
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Por otro lado, para conocer las pares de las moléculas que forman los
dominlos mencionados serfa conveniente hacer experimentos de calorimetria y
€D con fragmentos proteoliticos de la flagelina y secuenciar 8! gene para poder

predecir 1a estructura y compararla con los resultados experimentales.



Apéndice 1

Dicraismo clrcular

El dicrolsmo circular CD es un método espectroscdpico sensible a la
Interaccién de los cromdéioros, en ambientes asimétricos, con la luz polarizada.
Este método puede discernir entre sutiles dilerencias conformacionales de los
enantiémeros (para una revisién en el tema ver Woody, 1996).

La sefial da CD se observa en la misma regién del espectro en el que se
encuentran las bandas de absorcidn de un compussto en particular, En las
protelnas esta seilal ocurre en dos regiones espectrales. Las bandas de CD en
la regién del UV lejano (170-2560 nm) estd dada principalmente por la
contribucién de los enlaces pepildicos, mientras que las bandas en sl UV

cercano (250-300 nm) se originan por los aminodcidos aromatices.

E! CD en el UV lejanc contiene
informacidn scbre la  estructura 8
secundaria. Los difersntes tipos de
estructura secundaria tiensn tienen

espectros paeculiares. En particular las

(8) {10 grado a2/ dmoi)

a-hélices presentan un fuerte y TN e
21 7 \\
caracterfstico espectro que liene A
valles a 208 y 222 nm. (Figura 30). E| 180 00 20 240
. (nim)

CD en el UV Isjano pueds ser
Figura 30. Espectros de dicrolsmo clrcular de poli-L-
lisina sn conformacién de w-hélice  , hoja fi oo

utiizado para calcuiar fos contenidos ') roplar e
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relativos ds los diferentes elementos de estructura secundaria de una protsina.
Existen diferenles programas que permiten hacer estos cdlculos. Estos
programas estan basados en que el espectro de una proteina es 1a combinacién
lineal de los espectros de los diferentes slementos de estructura secundaria,
mds el ruido que entre olras Incluye la contribucidn de los croméforos
arométicos.'

El espectro de CD en el UV cercanc puede ser utllizado como la huella

dactilar de una protelna correctamente doblada.

El tenémeno de CD puede ser explicado 8 grosso modo de la siguients
manera: La luz polarizada circularmente representa una enda elsctromagnética,
de magnitud constante, que gira alrededor de 1a direccidn de propagacién del
rayo, La onda puede ser dextro- a
rotataria o levorolatoria (Flgura 31).

Un rayo polarizado linealmente
puede ser representado como la
suma veclorial de dos rayos
polarizados  circularments,  une

dextrorotatorio d y otro levorotatorio

I con la misma amplitud de vibracién Flgura 31. a Luz polarizada en un plano. b luz
polarizada circularments

' La revisién da Greenfleld, 1996 discute las venlajas de varkos de estos programas.
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Si este rayo polarizado en

un plano pasa a través de

a b
algun material que desfasa los o
rayos circularmente  polari-

zados (es decir que el material

; ; Figuta 32, Luz polarizada. a fa suma de dos rayos polarizados
lenga indices de  refraccién circularmonta da  como resutado un rayo polarizado

linsalmente. b al destasarse los rayos de luz polarizada
diferentes para los compo- cireularmonla cambia el dngulo del rayo resultante.

nentes d y 1), entonces la resultante va a ser un rayo polarizado linealmente
pero rotado con respecto a su posicién original. A este dngulo de rotacion se le
denomina « (Flgura 32).

Ahora, si este rayo pasa a través de un material épticamente activo, debido a
que la absorcidn molar de los componentes d y | es diferente, Ia luz polarizada
en un plano cambia a luz polarizada elipticamente. A este fenémeno se le

conoce coma dicraismao circular (Figura 33).
X

Los espectrofotémetros de dicrolsmo 72 "”"\i‘
gircular miden la elipticidad 6, que es el '
gngulo cuya tangente es la relacidn entre el
eje menor y el eje mayor de la elipse. En
general la elipticidad se normaliza con la
concentracidn molar de los aminodcidos de las '

proteinas.

Flgura 33. Luz polarlzada elipticamente,
construida por dos rayos de fuz polarizada
circularmente de dferents magnhud.
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