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RESUMEN

La activación de receptores celulares por diversos estímulos fisiológicos o exógenos produce

cambios dramáticos en la forma y función celulares. Tales cambios dependen principalmente de

la reestructuración del citoesqueleto, y en especial de la malla periférica  de actina. Un ejemplo

notable de éste fenómeno  se presenta en las plaquetas de donde se ha obtenido mucha de la

información de la que disponemos actualmente sobre el citoesqueleto.

 Las plaquetas humanas responden a diversos estímulos fisiológicos y exógenos resultando en

cambios de forma y secreción de diversas sustancias. La respuesta también incluye la activación

de diversas familias de cinasas y la fosforilación de un gran número de proteínas incluyendo a la

proteína que une actina, filamina A (FLNa, proteína que une actina-280, ABP-280, o ABP,

filamina no muscular). Se ha postulado que un proceso dinámico de fosforilación/defosforilación

pueda estar involucrado en la organización de la arquitectura del citoesqueleto en la cual la FLNa

juega un papel principal. A este respecto, la FLNa se caracteriza por ser una de las proteínas con

mayor capacidad para entrecruzar filamentos de actina (actina-F), durante la formación de geles

tridimensionales de actina por lo que, tiene un papel importante en mantener la forma de la

plaqueta en reposo y participar, así mismo en los cambios de forma que se dan a consecuencia de

la activación plaquetaria. La FLNa también es una proteína de andamiaje a la cual se pueden unir

numerosos componentes macromoleculares cada una de los cuales con propiedades únicas como:

señalización celular, regulación en la transcripción de genes y movilización de receptores, entre

otras. Sin embargo, el papel fisiológico de la FLNa en estos procesos ha permanecido incierto.

En este sentido, estudios previos, sin embargo, mostraron que la fosforilación de la región C-

terminal de la FLNa por proteína cinasa dependiente de AMP cíclico (PKA) reforzaba la malla



de actina al proteger a la FLNa de ser degradada proteolíticamente por calpaína. Estudios previos

tanto como in situ como in vitro  realizados por nuestro grupo demostraron que esta fosforilación

por PKA ocurría únicamente en fragmentos recombinantes que contenían a la Serina 2152. El

análisis por mutagénesis dirigida confirmó que este residuo es el único sustrato de la PKA en la

región C-terminal de la FLNa cuya fosforilación brinde resistencia contra la degradación

proteolítica. En aparente contradicción con estos resultados información más reciente mostró que

la fosforilación de la Serina 2152 por Pak 1 y RSK era necesaria para producir cambios

dinámicos de membrana tales como formación de bordes o arrugas membranales y migración de

células de melanoma inducida por factor de crecimiento epidermal (FCE), respectivamente.

En este trabajo encontramos que la inhibición por ciclosporina (CsA) de la fosfatasa activada

por calcio/calmodulina, calcineurina (CN) protegía a la FLNa plaquetaria de ser degradada por

calpaína. Los resultados pudieron ser combinados con la información disponible hasta la fecha en

un mismo modelo asumiendo, sin embargo, que algunos de los fragmentos liberados de la FLNa

(y de otras moléculas potenciales diversas como la Talina, Espectrina, Tau, etc.) por la acción de

la calpaína regulada por la calcineurina podían llevar a cabo acciones en rutas corriente abajo

participando como “Péptidos Proteolizados Integradores de Señales” o SIPPs por el acrónimo

derivado del termino en Ingles “Signaling Integrator Proteolitic Peptide”. Estos elementos

tendrían la facultad de movilizar distintos tipos de macromoléculas (que se encuentran unidas a

la FLNa completa) hasta sus sitios de acción en el citoplasma o en el núcleo celular. Este modelo,

así mismo, daría una explicación a la aparente contradicción acerca del efecto encontrado sobre

la fosforilación de la FLNa en la dinámica del citoesqueleto, ya que asume, que la FLNa puede

jugar dos funciones totalmente distintas en la células: a) Como molécula estructuradota,

entrecruzadora de filamentos de actina y b) Como péptido señalizador activador de diversas vías



incluyendo aquellas involucradas en la reorganización misma del citoesqueleto e actina (ver

manuscrito adjunto para una explicación detallada del modelo).



ABSTRACT

Activation of cellular receptors by diverse stimuli induces dramatic changes in shape and

function to respond to the new circumstances of the cell. This modified behavior depends on the

reorganization of the peripheral actin meshwork. An outstaning example of these processes can

be found in platelets, from which, much of the information available on cytoskeletal function has

been obtained.

Human platelets are responsive to various physiological and exogenous stimuli, resulting in

shape change and secretion. The responses also include activation of several families of kinases

and phosphorylation of a number of proteins including actin-binding protein. It has been

postulated that a dynamic phosphorylation-dephosphorylation process may be involved in the

organization of the cytoskeleton architecture, in which             filamin A (FLNa, actin-binding

protein-280, ABP-280 or ABP; nonmuscle filamin) plays a pivotal role. In this regard, FLNa

emerges as one of the proteins with the highest potential in initiating the cross-linking of actin

filaments (F- actin) during the formation of tridimentional actin gels and has an important role in

maintaining the shape in platelets at rest. It also participates on cell shape changes and as a

scaffold protein that recruits numerous macromolecular components involve in a complete

different set of functions like signal transduction, gene transcription regulation, and receptor

translocation. However, the physiological role of FLNa in these processes has remained elusive.

In this regard, previous studies, however, showed that phosphorylation of the C-terminal region

of FLNa by cAMP-dependent protein kinase (PKA) strengthen the actin cytoskeleton meshwork

by protecting filamin against proteolytic cleavage by calpain. Previous in situ and in vitro studies

by us demonstrated that the phosphorylation step by PKA occurred only in fragments that

contained serine 2152. Site-directed mutagenesis analysis confirmed that this residue is the



unique substrate for PKA in the C-terminal region of FLNa whose phosphorylation provides

resistance against proteolytic cleavage. In contrast to these results, more recent information

indicated that phosphorylation of Ser 2152 by Pak I and RSK was necessary for membrane

dynamic changes such us, membrane ruffle formation and EGF-induced migration of human

melanoma cells, respectively. In the present study we found that the inhibition of the

calcium/calmodulin-activated phosphatase calcineurin (CN) by cyclosporine (CsA) protected

filamin in platelets from calpain degradation. Results could be combined with available

information in a single model, assuming that some of the peptide fragments released by

calcineurin-regulated calpain action could mediate actions as “Signaling Integrator Proteolytic

Peptides” (SIPPs) in downstream pathways, which may help to resolve the controversies reported

on the role of filamin phosphorylation in actin dynamics.



INTRODUCCION

 Las plaquetas, así como otros tipos celulares,  responden a una gran variedad de estímulos

fisiológicos y exógenos. La respuesta incluye cambios de forma y secreción de diversas

substancias entre otros fenómenos (1). En el caso de las plaquetas, su función se define por dos

estados fisiológicos. En su estado base la plaqueta presenta una forma discoide estable con la

cual circula libremente en la vasculatura. En un segundo estado, en respuesta al daño vascular,

las plaquetas rápidamente se convierten a su forma activa con filopodia y lamelipodia que se

forman por la remodelación del citoesqueleto de actina que incluye la polimerización de actina

para formar nuevos filamentos (2). De esta manera, una función del citoesqueleto es dirigir por

un lado los contornos de la membrana en la plaqueta no estimulada  y por otro lado los rápidos

cambios de forma en la plaqueta activada. Los cambios  inducidos por la activación plaquetaria

resultan de procesos como la fosforilación y/o la ruptura proteolítica por calpaína de proteínas

del citoesqueleto (3). La reorganización específica depende de la combinación de señales a las

que la plaqueta esta expuesta. A este respecto, diversos estudios han mostrado que el

citoesqueleto es un blanco principal de estos procesos (1,4,5).

CITOESQUELETO.

 Las actividades del citoesqueleto dependen de tres tipos de estructuras: a) Los  filamentos

de actina (o microfilamentos) formados por la polimerización de monómeros de actina y

proteínas accesorias entrecruzadoras de los microfilamentos, b) microtúbulos formados por

tubulina y proteínas asociadas a éstos (MAPs), como la proteína Tau; y c) filamentos intermedios

que incluyen proteínas como la vimentina o la laminina. Cada uno de estos sistemas regula

actividades fundamentales para la célula. Los filamentos intermedios brindan soporte mecánico a

la célula. Los microtúbulos representan centros primarios de organización del citoesqueleto y los



microfilamentos de actina son esenciales para la manifestación de la motilidad celular

especialmente para movimientos a nivel de membrana plasmática  donde los filamentos se

encuentran asociados de manera importante (6).

CITOESQUELETO DE ACTINA.

La actina es un componente esencial del citoesqueleto en células eucarióticas y participa en

varias funciones: endocitosis, tráfico intracelular, movilidad, contractilidad, mantenimiento de  la

morfología y división celular. Se encuentra en dos estados físicos: en forma polimerizada como

actina filamentosa (actina-F) ó bien en su forma depolimerizada denominada actina globular

(actina-G), de 43 kDa. Los filamentos de actina crecen por la adición de actina G principalmente

en sus extremo positivo, formando la actina filamentosa o actina F. Durante el proceso de

polimerización in vitro la actina G unida a ATP polimeriza en presencia de K+ y Mg2+. La

eventual hidrólisis de ATP generando ADP hace a los filamentos inestables y susceptibles de

reorganización al generar de nueva cuenta los monómeros originales (7). El entrecruzamiento de

actina F puede conducir a la formación de estructuras altamente organizadas como haces de

fibras y, a su vez, el anclaje reversible de estas estructuras de actina a la membrana. Los

microfilamentos de actina son fundamentales en diferentes procesos infecciosos por agentes tales

como:  Rickettsia, Shigella, etc.  También se ha demostrado que alteraciones en la red de los

microfilamentos de actina conllevan a alteraciones fisiológicas tales como incremento en el

potencial metastático y transformación celular (8).

ACTINA EN EL NUCLEO. Además de ser un componente fundamental en la

reestructuración del citoesqueleto en el citosol, la actina se ha encontrado involucrada en diversas

funciones en el núcleo tales como: 1) Organización de la remodelación de la cromatina, 2)

Procesamiento de RNA ó regulación de la función de la DNAasa I. De hecho, juega un papel



directo en la transcripción, en la regulación de las RNA polimerasas I, II y III (9).  Sin embargo

el mecanismo por el cual la actina migra al núcleo permanece incierto, posiblemente migre

asociado a otras proteínas como la miosina, espectrina ó la FLNa que también se ha encontrado

en el núcleo (10),  Ozzane y Loy observaron que el extremo C-terminal de la FLNa unida al

receptor de andrógeno podía translocar al núcleo (11).

A su vez las propiedades del citoesqueleto de actina se deben a las proteínas unidas a éste,

siendo reguladores y elementos clave de procesos involucrados en la señalización celular,

durante los  procesos de polimerización, la formación de redes  y la  depolimerización. Algunos

ejemplos de ellas son: profilina, timosina β4, gelsolina, talina, espectrina y filamina entre otras

(12).

Recientemente, se demostró que las funciones del citoesqueleto de actina están relacionadas

con la actividad de miembros de la familia de pequeñas GTPasas como Rho y Rac (13,14). La

interacción con estas proteínas asegura un control coordinado entre las funciones del

citoesqueleto de actina y funciones celulares como la transcripción de genes y la manifestación

de fenómenos de adhesión. El blanco primario de esta interacción se da en  las proteínas

entrecruzadoras de microfilamentos y está regulado por procesos finos que incluyen la

modificación postraduccional por fosforilación y la degradación por proteasas específicas. Entre

estas proteínas accesorias destaca la filamina.



FILAMINA.

En lo que se refiere a la filamina en plaquetas (también llamada: filamina A,  filamina no

muscular; ABP, actin-binding protein o ABP-280, por su peso molecular de  280 kDa), es un

homodímero en donde cada subunidad esta constituida por 2647 aminoácidos. Los dominios

funcionales de cada subunidad incluyen una región N-terminal de unión a actina filamentosa (F-

actina), una región C-terminal de autounión y al menos una región, también C-terminal, de unión

a glicoproteínas de membrana (15, 16) Fig. 1.

De entre las proteínas que actualmente se conocen que entrecruzan filamentos de actina, la

filamina es sin duda la más eficiente en formar geles ortogonales tridimensionales de actina.

Además, es la principal proteína que une al citoesqueleto periférico de actina con la membrana

celular a través de su dominio C-terminal de unión a glicoproteínas, como el receptor del factor

von Willebrand GpIb-V-IX  en plaquetas (16, 17).



Fig.1 Representación esquemática de la estructura del dímero de la FLNa. N, Extremo amino-
terminal de unión a actina y homólogo a calponina: ABD; 24  Repetidas; 2 Sitios bisagra
susceptibles a corte por calpaína; Extremo C-terminal de autounión y de unión a glicoproteínas
de membrana.

Fig. 2 Representación de la FLNa como molécula entrecruzadora de filamentos de actina.
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 Se han descrito tres isoformas de filamina en mamíferos A, B y C. La filamina A, es

codificada por un gen que se localiza en el locus Xq28 del cromosoma X humano. Se encuentra

ampliamente distribuida en células no musculares, por ejemplo plaquetas y células endoteliales

(7). El gen de la filamina B se encuentra en la región 3p14.3 del cromosoma 3, y se ha

identificado principalmente en células musculares. Por otro lado, el gen de la filamina C se

encuentra en el cromosoma 7 y se expresa en músculo estriado y cardiaco en la edad adulta (18).

Los tres isotipos de filamina muestran entre sí un 60% - 80% de homología, con excepción de las

dos regiones bisagra, susceptibles a corte por calpaína, las cuales muestran grandes divergencias

(19,20,21). Las filaminas no solo han sido identificadas en organismos eucariotes superiores sino

también en eucariontes menos complejos como el hongo Dictyostlium discoideum, llamada

factor de gelación DdABP-120 y la Eh-120 de Entamoeba  histolytica la cual es fundamental

para el movimiento amibiano (22).

La estructura de los dímeros de filamina es similar a una inmunoglobulina, su estructura

flexible puede inducir ramificaciones ortogonales de actina-F de gran ángulo. Los ángulos

formados entre los monómeros de filamina son inversamente proporcionales a la concentración

de filamina en plaquetas (19). La formación de ases paralelos de filamentos de actina es

promovida cuando la proporción molar de filamina a actina es 1:10-50, mientras que una

estequiometría de 1:150-740 lleva a la formación de redes ortogonales de actina. Existen varios

tipos de entrecruzamiento de la actina causados por la filamina (tipos X, T ó Y).



FUNCIÓN BIOLÓGICA DE LA FLNa HUMANA.

Mutaciones en los genes de la FLNa humana están asociadas a un amplio espectro de

anormalidades del desarrollo como: síndrome otopalatodigital (OPD), displasia frontometafiseal

(FMD), etc. Así como defectos de la migración neuronal: Heterotropía Periventricular (PVNH),

la cual está ligada al sexo, las mujeres presentan ataques epilépticos debido a la acumulación de

neuronas que no se desplazaron a los ventrículos laterales del cerebro, y también presentan

problemas vasculares prematuros, mientras que los hombres son inviables.

   En los últimos años, se ha encontrado que una amplia variedad de proteínas se une a la

filamina (más de 40 hasta la fecha) incluyendo receptores transmembranales y moléculas de

señalización (Fig. 3) y la mayoría de éstas interacciones se dan en el extremo C-terminal de la

filamina (17, 23).

Figur

a 3. Esquema del monómero de FLNa mostrando las principales macromoléculas asociadas a

ella.
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De esta manera, la filamina, al unir una gran variedad de moléculas tendría un papel

fundamental, no únicamente como estructuradora del citoesqueleto, sino también como molécula

de andamiaje, organizadora del conglomerado de macromoléculas. En la tabla I se muestran

algunas de las principales moléculas accesorias de la filamina y se resumen las principales

características funcionales de ellas.



Tabla 1. PROTEINAS ASOCIADAS A LA FLNa.
Proteínas asociadas a la filamina # de la repetida de la FLNa a la

que se une la proteína accesoria
Significado funcional de la

asociación.
Complejo GpIb/V/IX (von
Willebrand receptor) (24,25)

17-19 Transmite la activación del
receptor por factor vW y
por trombina.

Integrinas β1Α, β1D, β2, β3
y β7(26).

Extremo C-terminal Mecanoprotección.

Factor tisular (27) 23-24 Co-asociación in vivo.
FcR1 (CD64) (28) No determinado ?
Furina (29) 13-14 Promueve la

internalización de furina.
δ−Sarcoglicanos (30) 23-24 Posible papel en la

distrofia muscular.
Miotilina (31) 19-21 Posible papel en la

distrofia muscular
Caveolina-1(32) Extremo C-terminal Colocalización en

estructuras caveolares.
Presenilinas (33, 34) Extremo C-terminal La sobre expresión de

FLN1 inhibe la sobre
expresión de presenilina en
Drosophila.

Receptor de Dopamina D2 (35) 16-19 Participa en respuesta a
dopamina.

Granzima B (36) 24 Participa con Granzima B
en la apoptosis.

Toll (37) 21-24 ?
TRAF 2 (38) 21-24 Involucrada en la

activación de NF-kB o
SAPK por TRAF2 o TNF.

SEK-1 (39) 21-24 Involucrada en la
activación de SAPK
mediante el ácido
Lisofosfatídico y TNF.

Receptor de Andrógeno (40) Extremo C-terminal Involucrada en la
translocación del receptor
de andrógeno al núcleo.

Rho,  Rac, Cdc42. (41) 21-24 Reestructuración del
citoesqueleto y activación
de cinasas.

RalA 24 Promueve  la formación de
microextensiones cascada
abajo del cdc42.

Trio (42) 23-24 La FLNa se une al
dominio 1 de la proteína
GEF

CvHSP (43) 21-24 ?
Canal de potasio Kv4.2 (axones post-
sinápticos) (44)

Extremo C-terminal Promueve la densidad de
corriente mediada por este
canal.



F-actina (45) Extremo N-terminal Rearreglo de la malla
intracelular de actina.

BRCA2 (46) Extremo C-terminal. Interacciona con
BRCA2 en respuesta a
daño de ADN.

Aunque no se sabe el significado funcional de todas las interacciones de la FLNa con sus

proteínas, a continuación describo alguna de la información disponible que se tiene al respecto.

Recientemente se resolvió la estructura cristalina del complejo FLNa-integrinas β. (47).

Se determinó que la repetida 21 de la FLNa brindaba la interfase apropiada para unir a la proteína

con el dominio citoplásmico de la integrina. Como se menciona más adelante, la determinación

de esta estructura brindó un marco conceptual para entender aspectos de la función de las

integrinas. En este momento cabe recordar, que la habilidad de los receptores de adhesión

(integrinas) de transmitir señales químicas y de fuerza mecánica a través de la membrana celular,

depende, en última instancia, de su interacción con el citoesqueleto subyacente. Así,

previamente, se había demostrado que el receptor GPIb-V-IX (receptor del factor vW) estaba

vinculado a la malla periférica de actina a través de su unión con la FLNa (48, 49). La

interacción se da con el dominio citoplásmico de la glicoproteína IB, en particular con la GP Iba.

La glicoproteína IB (GP Ib) es una proteína de la membrana plaquetaria compuesta de un

heterodímero, una cadena alfa y una cadena beta, unidas por puentes disulfuro. La GpIb funciona

como receptor del factor von Willebrand (vWF) y es también el receptor de alta afinidad para

trombina (50). El complejo de receptores incluye la asociación no covalente de las subunidades

alfa y beta con las glicoproteínas IX y V en plaquetas. La pegada del complejo GP Ib-IX-V al

vWF facilita la adhesión inicial plaquetaria al endotelio vascular después del daño vascular, y

también inicia eventos de señalización, activación plaquetaria, trombosis y hemostasis. Varios

polimorfismos y mutaciones se han descrito en el gen que codifica para la subunidad alfa de este



receptor, algunos de ellos son la causa del síndrome de Bernard-Soulier y plaquetas con el

fenotipo patológico de von Willebrand (51).

Un dato fundamental que se encontró con la resolución del modelo atómico de la

interacción FLNa-integrina fue que el sitio de unión de la FLNa a la integrina se traslapa con el

sitio de unión de la talina (otra proteína entrecruzadora de actina) a la integrina. Es decir, la

FLNa y la talina competían por su unión a la integrina. Datos previos habían demostrado que la

talina era la principal proteína encargada de iniciar la activación de adentro hacia afuera (“inside-

out activation”) del receptor IIb/IIIa (αIIb/β3) del fibrinógeno a través de su unión al dominio

citoplásmico de la integrina β3 (52). Como se recordará, en plaquetas en reposo el receptor

IIb/IIIa es incapaz de unir fibrinógeno con afinidad elevada. Sin embargo, cuando las plaquetas

son activadas por distintos agonistas como la trombina, el ADP, la epinefrina, el colágeno o

endoperóxidos de prostaglandinas, la conformación de la GPIIb/IIIa cambia observándose una

unión aumentada por el fibrinógeno (53). A este fenómeno es al que se le llama activación de

adentro hacia afuera y depende de la preactivación plaquetaria. Durante la activación plaquetaria

la FLNa es fragmentada por una cisteín-proteasa neutra, dependiente de calcio (calpaína)

(4,54,55). Estos productos de degradación pueden participar en eventos posteriores durante la

agregación plaquetaria y además liberarían a la integrina β que ahora estaría en posibilidad de ser

activada (56,57).

La calpaína, es una proteína heterodimérica, que consta de dos subunidades: de 80 kDa y de

30 kDa. Hay dos tipos de calpaínas, la µ−calpaína (activada por concentraciones micro molares

de calcio) y la m-calpaína (activada por concentraciones mili molares de calcio. También se han

descrito otras calpaínas, según el tejido donde actúan, como la nCL2 del estómago y la p94 del

músculo esquelético. Los sustratos de la calpaína pueden ser desde proteínas del citoesqueleto



como la filamina, vimentina, tubulina, espectrina, así como sustratos con secuencias PEST

(regiones ricas en P prolina, E ácido glutámico, S serina, ácido aspártico y T treonina rodeada de

aminoácidos básicos, condiciones que generan un microambiente que propicia la unión del calcio

(58). Se ha detectado actividad de calpaína en el núcleo de algunas células donde forma un

complejo con las proteínas de la matriz nuclear y el ADN. La activación de la calpaína in vivo se

da a través de su asociación con la membrana cuando se incrementa el calcio citosólico. El

balance calpaína/calpastatina es un factor importante en el control de la función de las calpaínas,

ya que la calpastatina es el inhibidor natural de la calpaína. Esto puede verse alterado en

condiciones patológicas como la hipertensión, en donde el nivel de la calpastatina es menor (59).

Como se mencionó, otro ejemplo en donde la FLNa puede jugar un papel principal en la vía

hemostática mediada por su interacción con otras macromoléculas es durante la agregación

plaquetaria, especialmente durante la formación de las protuberancias de la membrana

plaquetaria (filopodia) que se dan durante la generación y posterior retracción del coágulo (3). La

inhibición de la agregación plaquetaria por agentes que elevan la concentración de AMP cíclico

(AMPc) como la prostaciclina protegen a la FLNa de la degradación por calpaína (4). Esto

permitía mantener una red integra de la malla periférica de actina evitando los cambios de forma

y estructura propios de la plaqueta activada. Esta reducción de la susceptibilidad de la FLNa a

calpaína se daba como consecuencia de su fosforilación por Proteína Cinasa dependiente de

AMPc (PKA). Estudios previos de nuestro laboratorio mostraron que la fosforilación se daba de

manera específica en la serina 2152 localizada en el extremo C-terminal de la proteína (54,55).

Contrario a estas observaciones, Vadlamudi y Cols., encontraron subsecuentemente que la

fosforilación de este mismo residuo (Ser2152) por la Proteína Cinasa 1 activada por p21 (Pak 1)

iniciaba la reorganización de la red de actina, generando fenómenos dinámicos en la membrana



celular y  la fosforilación de la Serina 2152 por RSK era necesaria para la migración de células

de melanoma inducida por factor de crecimiento epidermal (FCE) respectivamente.

Como se discutirá en este trabajo, el presente estudio muestra que la FLNa, además de

jugar un papel central como estructuradora de la malla de actina plaquetaria, puede ejercer

funciones fundamentales adicionales como integradora de vías de señalización. Los datos

obtenidos, junto con la información disponible en la literatura, pudieron ser presentados en un

esquema alternativo asumiendo que algunos de los fragmentos de degradación de la FLNa,

liberados por la acción de la calpaína regulada por calcineurina, jugaban un papel en vías

nucleares y citosólicas corriente abajo como “Péptidos Proteolizados Itegradores de Señales” (o

SIPPs, por sus siglas en Ingles, “Signaling Integrator Proteolytic Peptides”), lo cual resolvía

muchas de las contradicciones encontradas en la literatura en cuanto al papel de la fosforilación

en la dinámica del citoesqueleto (56).



JUSTIFICACIÓN.

La activación plaquetaria durante la hemostasia primaria o la trombosis arterial o venosa

resulta en cambios de forma celular y fenómenos de secreción que conllevan, en última instancia

a la formación del coágulo. Este proceso depende de la reorganización de la estructura del

citoesqueleto, durante la cual se observa la activación de diversas familias de cinasas y la

fosforilación de diversas proteínas del citoesqueleto entre las que destaca la FLNa por ser la

principal molécula entrecruzadora de F-actina. En este sentido, estudios de nuestro grupo

mostraron que la fosforilación por PKA en el extremo C-terminal de la FLNa protegía a la

proteína contra la degradación por calpaína, manteniendo, de esta manera, una red inalterada de

filamentos de actina cando la función plaquetaria estaba inhibida por agentes que elevan la

concentración de AMP cíclico como la Prostaciclina o la PGE1. Después de identificar a la Ser

2152 como el único sustrato fosforilable por PKA en el extremo C-terminal  de la FLNa, y al ver

que el efecto de la fosforilación en este residuo por PKA es conferir resistencia a la degradación

de la FLNa por calpaína, era factible asumir que la defosforilación de este blanco rindiera una

proteína vulnerable a la acción de la proteasa.

   Hasta la fecha, sin embargo, no se había identificado a la posible fosfatasa que pudiera

brindar el elemento de control recíproco en esta vía de señalización.

   La identificación de los elementos moleculares involucrados en la

fosforilación/defosforilación de la FLNa podría dar evidencia del posible papel de la proteólisis

de la FLNa en la fisiología plaquetaria y celular.



HIPÓTESIS

Si el estado de fosforilación/defosforilación de la filamina es un evento fundamental en la

regulación de sus funciones, entonces, no únicamente participará en la estructuración del

citoesqueleto, sino también, durante la señalización celular al mediar su susceptibilidad a

proteólisis por calpaína.



OBJETIVOS GENERALES

• Generar sustratos de la calcineurina (CN) mediante la generación de fosfopéptidos

(fosforilados con la subunidad catalítica de la PKA) nativos y/o mutados (S2152)

del extremo C-terminal de la FLNa.

• Establecer si la FLNa reacciona con la calcineurina (CN) in situ (células 293).

• Determinar si la Ser 2152 es un buen sustrato de la CN, in vitro, mediante la

estimación de la actividad específica de la enzima utilizando a los fosfopéptidos

recombinantes como sustrato.

• Con la idea de establecer algún papel fisiológico de la defosforilación de la FLNa se

estudiará la posible protección de la degradación de ésta por calpaína en plaquetas

humanas usando un inhibidor específico de la CN Ciclosporina (CsA).

OBJETIVOS PARTICULARES

• Clonar y expresar en sistemas bacterianos, que carecen de la maquinaria de

fosforilación, característica de las células eucariontes, distintas regiones del gen que

pueden contener los sitios susceptibles de modificación por

fosforilación/defosforilación.

• Confirmar, mediante mutagénesis dirigida, que el sitio previamente identificado en

la regulación de la susceptibilidad a calpaína (Ser 2152) también es un sustrato

eficiente para defosforilación por calcineurina.

•   Expresar peptidos nativos y mutados recombinantes en células superiores (293FT)

con la finalidad de mostrar que los sitios de fosforilación/defosforilación pueden ser



un elemento de control importante cuando el citoesqueleto de actina se reorganiza

en respuesta a estímulos fisiológicos.

• Utilizar ciclosporina, la cual es un inhibidor específico de la calcineurina,  para

obtener información sobre los mecanismos moleculares que participan durante la

remodelación del citoesqueleto por defosforilación y proteólisis.



MATERIALES Y MÉTODOS

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL:

Clonación de la región C-
terminal de unión a

glicoproteínas de la FLNa.

Realizar mutagénesis dirigida
(Ser2152Ala) con la idea de

verificar si este resido puede ser un
sustrato eficiente de la calcineurina.

In situ, al expresarlo en células
293

Purificación del péptido
recombinante mediante

columnas de afinidad con
níquel con la idea de

determinar la actividad
específica de la calcineurina
sobre la Ser 2152 marcada
mediante [32P]-ATP/PKA

In vitro, al expresarlo en el sistema
bacteriano E. coli BL21 (DE3)

Determinar, in vivo, si la
inhibición de la CN por CsA

puede afectar la susceptibilidad
de esta durante la activación

plaquetaria



CÉLULAS Y PLÁSMIDOS.

1) E. coli  TOP10 (Invitrogen) fue usada para la propagación del plásmidos.

2) La cepa BL21 (DE3) fue utilizada como sistema de expresión bacterial para las

proteínas recombinantes (García, et al., 2006, ver apéndice de este trabajo) (56).

3)  E. coli  XL-Gold fue usada en los ensayos de Mutagénesis.

4) Para la expresión de proteínas recombinantes en células en cultivos se utilizó la

línea 293 FT.

5) Plaquetas humanas frescas obtenidas de donadores sanos informados y siguiendo

las normas del comité de ética para estos protocolos.

6) Los plásmidos utilizados fueron los siguientes:

pT7-7M1FLNa (que contiene la región que codifica para los residuos 1717-2360 de la

FLNa) para la expresión en E. coli BL21 (DE3). También se ocupo una variante de este

plasmado que contenía la mutación Ser2152Ala (S2152A).

pcDNA4HM-C2 (que contiene 2073 pares de bases que codifica los residuos: 1671-2361)

para expresión en células 293FT. De la misma manera, se utilizó una variante conteniendo

la mutación S2152A.

ANTICUERPOS UTILIZADOS:

Anticuerpo monoclonal anti-Xpress 1:1000 (Invitrogen)

Anticuerpo monoclonal anti-FLNa 1:500 (Zymed).

Anticuerpo secundario anti-ratón  marcado con HRP 1:1000 (Zymed).



ENZIMAS:

La subunidad catalítica de la PKA (New England. BioLabs).

Calcineurina (CN) (Upstate).

REACCIONES DE PCR, MUTAGENESIS DIRIGIDA CON PCR,

SUBCLONACIÓN Y EXPRESIÓN EN E. coli. Una región C-terminal del gen que codifica

para FLNa fue subclonada y expresada en el sistema bacteriano de E. coli BL21 (DE3).

Asimismo, la mutación de sentido equivocado Ser2152 →Ala (S2152A) fue introducida en

el fragmento obtenido. La metodología para amplificar mediante PCR las distintas regiones

del gen, la estrategia para subclonar y expresar en células de E. coli los distintos

fragmentos, así como la manera para introducir la mutación S2152A se detallan en, (54,56).

Las secuencias de nucleótidos en el ADN fueron verificadas con el análisis de

secuenciación del ADN por fluorescencia, para esto se utilizó un secuenciador 310 Genetic

Analyzer ABI PRISM.

OBTENCIÓN DE PLAQUETAS HUMANAS. Plaquetas frescas humanas fueron

obtenidas de donadores sanos, informados que asisten al Instituto Nacional de Cardiología

y siguiendo las normas del comité de ética para estos protocolos. Básicamente se siguió la

metodología de Barber y Jamieson, 1970 para la obtención de plaquetas (61).

DETECCIÓN DE FILAMINA EN  PLAQUETAS. Para la detección de la filamina,

después de los experimentos, las plaquetas fueron disueltas en tampón de corrida con SDS

para geles de poliacrilamida (SDS-PAGE, ver más abajo). Los péptidos fueron desplegados

en SDS-PAGE al 8 %, electroforéticamente transferidos a filtros de nitrocelulosa y

revelados con anti-suero primario anti-filamina seguido de anti-IgG secundario conjugado



con peroxidasa. El anti-suero primario fue generado inmunizando conejos con los

fragmentos de filamina recombinantes expresados en E. coli. Este anti-suero primario

reaccionó con una proteína con peso molecular de 280 kDa que corresponde a la filamina y

también con un péptido de 180 kDa  que corresponde al fragmento N-terminal de ABP

generado por acción de la calpaína. La SDS-PAGE se llevó a cabo de acuerdo a la

metodología descrita por Laemmli en 1970 (62).

CRECIMIENTO Y TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS 293FT.  Se mantuvieron

células 293FT en cultivo con medio Dulbecco modificado Eagles de tipo advance

adicionado con 3% de suero fetal bovino, 2 mM GlutaMax, 100 U/ml penicilina/100µM/ml

estreptomicina, 0.25 µg/ml anfotericina y 500µg/ml geneticina (Gibco-BRL). Los cultivos

se mantuvieron en incubación a 37oC,  95% de humedad relativa y 5%  CO2. A 80% de

confluencia fueron tripsinizadas  (Tripsina-EDTA) y transferidas a pozos de 35mm, para

ser transfectadas con Lipofectamina 2000 (Invitrogen), usando 0.8 µg de ADN en 8X105

células/pozo. Después de 3 días se midió la expresión de proteína.

PURIFICACIÓN DE LOS FRAGMENTOS DE FLNA. Los fragmentos de FLNa

recombinante expresados tanto en E. coli como en células 293 FT fueron purificados en

condiciones nativas (pH 7.8) como se indica a continuación. Las células se rompieron por

sonicación con un disrruptor sónico y por ciclos repetidos de congelación-descongelación.

La suspensión de células se centrifugó a 6000rpm durante 20min para eliminar los restos

celulares y se recuperó el sobrenadante que contenía a las proteínas.

La purificación de las proteínas llevó a cabo bajo condiciones nativas utilizando una

resina ProBond de níquel (Invitrogen), mediante una columna de afinidad a polihistidinas,

siguiendo las condiciones de pegado recomendadas por el fabricante (protocolo de



ProBond). La concentración de las proteínas se llevó a cabo mediante un filtro con tamiz de

exclusión de 30 kDa y después se equilibraron con un buffer Tris-Cl 10mM, pH: 7.4.

EXPERIMENTOS DE FOSFORILACIÓN IN VITRO. Los ensayos de fosforilación

se llevaron a cabo con 12 µg de proteína recombinante en un tampón de 50 mM de Tris-Cl,

pH 8.0, que además contenía 10 mM de MgCl2, 0.2 mM de ATP, conteniendo, o no, [γ-

32P]ATP (0.1 µCi/nmol) y 100 U de la subunidad catalítica de  la PKA ( New England

Biolabs). El volumen final fue de 50 µl y las muestras se incubaron por 2 h a 37º C.

Después de la fosforilación, las proteínas se separaron en SDS-PAGE al 8 %. Los geles se

secaron y se expusieron para autoradiografía a un film Cyclone para uso en un sistema de

identificación Packard Cyclone Phosphorimager.

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ESPECÍFICA DE LA CALCINEURINA,

USANDO A LA FLNA COMO SUSTRATO. Las proteínas recombinantes (nativa y mutada)

purificadas y fosforiladas con PKA en presencia de [P32]-γATP, según se describe arriba,

fueron utilizadas como sustrato de la CN para medir la actividad específica de ésta. Las

condiciones detalladas para la reacción de defosforilación fueron descritas de manera

detallada por García y Cols. (56). De la misma manera, en esta publicación se detallan las

condiciones para la inhibición de la CN in situ i. e., en células 293 FT y en plaquetas.



RESULTADOS

EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE LOS FRAGMENTOS NATIVO Y MUTADO

RECOMBINANTES DE LA REGIÓN C-TERMINAL DE LA FILAMINA. Se expresó el

extremo C-terminal de la FLNa, residuos (1671-2361) correspondiente a un peso molecular

de 79 kDa, tanto en forma nativa como mutada (S2152) en células 293FT. Tanto estos

péptidos como la FLNa completa de 280 kDa obtenida de plaquetas reaccionaron después

de la inmunotransferencia con un anticuerpo específico generado previamente por nosotros

al inmunizar conejos con proteína recombinante del extremo C-terminal de la FLNa,

residuos (1717-2360), generada en células E. coli BL21 (DE3), (55,63,64). Los fragmentos

de  79 kDa también reaccionaron con un anticuerpo Anti-Xpress, el cual detecta al epítope

localizado en el extremo N-terminal de los péptidos de fusión.

         La FLNa recombinante, que tiene seis residuos en tandem de histidina, fue

purificada usando una columna de afinidad por níquel (probond invitrogen). La figura 4

muestra a los fragmentos recombinantes nativo (N) y mutado (M) de la FLNa en geles de

poliacrlamida teñidos con Azul de Coomassie.

Fig. 4 Fragmentos (1671-2361) nativo (N) y mutado (M, S2152A) purificados y resueltos
en gel de poliacrilamida al 10% y teñidos con Azul de Coomassie.

Fragmentos
de FLNa



DEFOSFORILACIÓN IN VITRO DE LA FLNA RECOMBINANTE NATIVA (1671-

2361) PREVIAMENTE FOSFORILADA. El fragmento nativo puro del extremo C-terminal

de  la FLNa previamente fosforilado con la subunidad catalítica de la PKA, se defosforiló

con calcineurina (1-2 µg), calcio (0.5 mM) y calmodulina (4 µM).

        Habiendo demostrado previamente que la Ser2152 del extremo C-terminal de la FLNa

era el único residuo fosforilable por PKA, confirmamos que al sustituir a este residuo por

Alanina la incorporación de fosfato marcado y por lo tanto la subsiguiente posible

defosforilación de éste fueron abolidos, fig.5. (4,5,54,55).

Fig. 5 Inmunotransferencia (FLNa) y autoradiograma (32P-FLNa) de los fragmentos
recombinantes (1671-2361) nativo (N) y mutado (M) purificados de la FLNa en donde se
muestra que solo N(-)  pudo ser fosforilada (Ser2152) por PKA y defosforilada N(+) por
calcineurina (2 µg), mientras que M no fue defosforilada M(+) ya que no incorporó fosfato
por PKA M(-).
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DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ESPECÍFICA DE LA CALCINEURINA

(CN) USANDO A LA FLNa, COMO SUSTRATO.  La figura 6  muestra el curso temporal de

la defosforilación de la FLNa recombinante por CN (1.04 ng/µl), CaCl2 (0.5mM),

calmodulina (4µM, donada por el Dr. Jaime Mass) y NiCl2 (1.5mM) (ver Materiales y

Métodos) (56). De la porción lineal de la curva obtuvimos una actividad específica de 1.44

+/- 0.096 nmol/mg/min. Sin embargo, encontramos que la estequiometría de incorporación

de fosfato radioactivo por fragmento de FLNa C-terminal era 10 veces menor a lo esperado

en FLNa recombinante. Esto se interpretó (García et al), (56) como indicativo de que la Ser

2152 ya estaba previamente fosforilada (al menos 90 %) al ser sintetizada en las células

293FT. De esta manera, la velocidad medida de eliminación de marca (32P) por

defosforilación en realidad indicaba una velocidad de eliminación de fosfato 10 veces

superior a la observada. Por tal motivo, asumimos que la actividad específica de la CN

utilizando a la FLNa (Ser 2152) como sustrato en realidad  era de 14.4 +/- 0.96

nmol/mg/min. En condiciones similares de reacción se reportó un valor comparable (6.25

nmol/mg/min.) para la actividad específica de la CN plaquetaria  reportado por Tallant y

cols (65,66). Estos datos indicaron que en realidad la FLNa (Ser 2152) es un buen sustrato

para la CN. El inserto en la figura  muestra que la estimación de la actividad específica se

hizo bajo condiciones de cinética lineal, ya que la defosforilación de la FLNa nativa,

recombinante y pura era proporcional a  la concentración de enzima (0.52- 4.16 ng/µl).



Fig. 6 Determinación de la actividad específica de la calcineurina utilizando al
fragmento recombinante (1671-2361) fosforilado (Ser2152) y purificado como sustrato. Las
condiciones de reacción se detallan en (56).

LA CICLOSPORINA (CSA) REDUCE LA VELOCIDAD DE DEFOSFORILACIÓN

DE LA FLNa NATIVA RECOMBINANTE (1671-2361),  INDUCIDA POR CALCIO Y

IONÓFORO  A23187 EN CÉLULAS 293FT.  Ya que la FLNa (Ser2152) es

fosforilada/defosforilada in vitro de manera eficiente, se pensó que un efecto similar podía

ser esperado en células intactas, después de la estimulación endógena de la PKA, seguida

de la activación de la CN, manteniendo niveles elevados de calcio mediante la

incorporación de éste con el ionóforo A23187. En estas circunstancias, la CsA aumentó la

incorporación de 32P en el fragmento de FLNa inmunoprecipitado de las células 293FT  y el

máximo efecto se apreció en presencia de CsA, Forskolina e Isobutil Metil Xantina (IBMX,

inhibidor de la fosfodiesterasa) ver  Fig. 7, (67).
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Fig. 7 Efecto de la inhibición de la calcineurina por CsA in situ sobre la
fosforilación de los fragmentos (1671-2361) recombinantes  nativo (N) y mutado (M)
expresados en células 293FT. La proteína recombinante fue inmunoprecipitada a partir de
células 293FT precargadas con 32P e incubadas en presencia de los agentes indicados: 1
mM Isobutilmetilxantina (IBMX), 10 µM Forskolina (Forsk), y/o 1 µM de CsA. Después
de las adiciones las muestras fueron incubadas por 20 min. Con 0.5 mM de CaCl2 y 1 µM
de ionóforo de calcio A23187, ver detalles en (56). De esta manera se aprecia que la FLNa
incorporó más fosfato en las células tratadas con CsA  y la mayor incorporación se dio en
presencia de los tres agentes.

PROTECCIÓN DE LA FLNa POR  CICLOSPORINA  CONTRA  CALPAÍNA IN

SITU (PLAQUETAS HUMANAS). Para determinar el papel que pudiera jugar la inhibición

de la defosforilación de la FLNa por CsA en la función plaquetaria, se estudió la

degradación de la FLNa por calpaína in situ. Como se sabe la FLNa es una mezcla de

formas fosforiladas en distinto grado, y al ser fosforilada por PKA  se hace resistente a la

degradación por calpaína. (5,45).
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 En este sentido, la FLNa es digerida en minutos en una forma dependiente de calcio

cuando las plaquetas frescas son incubadas en presencia de calcio y un ionóforo como el A

23187 (68,69,70). De acuerdo con esta información, se decidió realizar los experimentos

cuyos resultados se muestran en las figuras 8 y 9. Aquí se muestra que la inhibición de la

CN por concentraciones crecientes (1µΜ-20 µΜ) (Fig . 8) de CsA protege a la FLNa

plaquetaria, de manera progresiva, de ser degradada por calpaína; indicando que muy

probablemente la CsA permitió que la Ser2152 se haya mantenido en su estado fosforilado

brindando protección contra la degradación proteolítica.

La figura 9 (A y B) muestra el curso temporal de la proteólisis de la filamina en

plaquetas que fueron incubadas en presencia de A23187. En ambos casos la filamina

desapareció casi completamente a los 10 min. de incubación resultando en la rápida

acumulación del producto de degradación N-terminal de la proteína (Controles). Esta

proteólisis pudo ser prevenida completamente por la adición de 85 µg/ml del inhibidor de

calpaína I (Calp. I), el cual es un inhibidor específico de calpaína permeable a la membrana

celular, indicando que la proteasa responsable de la hidrólisis fue la calpaína, cuya

actividad da cuenta del 95% de la actividad proteolítica total de la plaqueta. (69,70,71).

También se muestra que cuando las plaquetas fueron tratadas con 20 µM de CsA por 10

min. antes de la adición del A23187, la filamina permaneció sin ser degradada totalmente

por casi 30 min. El tiempo requerido para una hidrólisis completa de la filamina en estos

experimentos varió desde unos cuantos segundos hasta algunos minutos dependiendo de las

concentraciones de A23187 y de calcio extracelular utilizadas. En los experimentos

mostrados se utilizaron 1 µM de A23187 y 0.5 mM de CaCl2. Estas condiciones permitieron

observar claramente un contraste en la proteólisis de la filamina entre las muestras control y

las plaquetas tratadas con las concentraciones indicadas de CsA o Calp. I.



    

Fig. 8 La CsA protege a la FLNa in situ, de manera dosis dependiente, contra la
degradación por calpaína. Plaquetas frescas fueron preincubadas por 30 min. con las
concentraciones indicadas de CsA. Después, se añadió CaCl2 (0.5 mM) y A23187
(1µM) y la incubación continuó por otros 30 min. La figura muestra la
inmunotransferencia de la proteína plaquetaria teñida con un anticuerpo primario anti-
FLNa seguido por un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa. Los números a la
derecha muestran el peso molecular de los péptidos de degradación de la FLNa, por
calpaína, en kDa.

Fig.9  Inmunotransferencia de proteína plaquetaria mostrando el curso
temporal de la degradación de FLNa por calpaína, y el efecto protector
de: a) 85 µg/ml de Calp. I (inhibidor específico de la calpaína) y, b) 20
µM de CsA.



DISCUSION

Estudios previos han mostrado que la filamina es una fosfoproteína con un contenido de

fosfato de 18 a 40 moles de fosfato/mol de filamina (5,72). El análisis de la secuencia de

aminoácidos ha revelado múltiples sitios potenciales para fosforilación por diversas cinasas: tres

sitios para PKA, treinta y tres sitios para PKC, treinta sitios para caseína cinasa II e inclusive un

sitio para tirosina cinasa. En su estado fosforilado la filamina no es sustrato de la PKC pero

puede aún ser fosforilada por PKA y retiene su habilidad de organizar una red altamente

estructurada de actina. Además, la fosforilación por PKA brinda una molécula resistente a la

degradación por calpaína. En este caso, el sitio de fosforilación fue localizado en el extremo C-

terminal de la proteína que fue el único que incorporó 32P después de la fosforilación (4,5,64).

Estudios tanto in vitro como in situ, indicaron que la serina 2152 es el único residuo susceptible

de fosforilación por PKA en esta porción de la proteína (54,55,84). Una propiedad interesante de

este residuo es que se encuentra adyacente a un residuo de prolina (Pro 2151). Se ha mostrado

que los residuos de prolina brindan un elemento de control en muchas cadenas polipeptídicas al

sufrir isomerización cis/trans. Además, la fosforilación de motivos serina-prolina o treonina-

prolina brinda un sitio de regulación a este nivel al modular la actividad de isomerización

(73,74). Un ejemplo notable de este tipo de fosforilación dirigido por prolina se encuentra en la

proteína Tau asociada a microtúbulos que, en pacientes con enfermedad de Alzheimer, aparece

en agregados precipitables hiperfosforilados resistentes a proteólisis por calpaína (75,76,77,78).

Otra característica interesante de este tipo de sitios de fosforilación es que la fosfatasa

calcineurina (CN) regula su estado de fosforilación. De hecho, la reducción de la actividad de la

CN en el cerebro lleva a un estado persistente de fosforilación de la proteína Tau (79,80).



Por otro lado, con respecto a la FLNa, además de tener un papel en la reestructuración del

citoesqueleto y en los cambios de forma celulares inducidos por movimiento celular, agregación

y respuesta a estímulos, ésta es una molécula de andamiaje que recluta más de 40 proteínas

distintas, incluyendo Rho GTPasas, receptores nucleares como el receptor de andrógeno (AR),

proteínas supresoras de tumores (BRCA2), receptor de insulina, proteínas de choque térmico y

receptores de integrinas, además de los filamentos de actina, y la mayoría de estas interacciones

ocurren a través de su extremo C-terminal. En este caso aún permanecía por definirse el posible

papel que la fosforilación de la FLNa pudiera jugar en la regulación de todas las macromoléculas

que se unen a ella.

Los resultados de esta tesis muestran que el extremo C-terminal de la FLNa, en particular la

Ser 2152, es un buen sustrato de la CN in vitro e in vivo en donde el inhibidor específico de ésta,

la CsA, permitió mantener un estado altamente fosforilado y resistente a proteólisis por calpaína.

Los resultados de este trabajo aportan elementos adicionales que permiten presentar el

papel de la fosforilación/defosforilación de la FLNa en un esquema alternativo asumiendo,

además, que los péptidos derivados de su proteólisis participan, como elementos señalizadores en

vías corriente abajo, incluyendo rutas nucleares y de reorganización misma del citoesqueleto.

El modelo asume que la FLNa fosforilada (Ser 2152) se encuentra unida al citoesqueleto de

actina en la superficie celular a través de su interacción con receptores de membrana. En

particular, en las plaquetas la FLNa forma la red GP-Ib-FLNa-actina. Los filamentos de actina

también pueden formar una malla tridimensional estabilizada por moléculas de FLNa (ver

Fig.10, izquierda). Bajo condiciones de reposo la FLNa permanece fuertemente unida a los

filamentos de actina y resistente al ataque de la calpaína permitiendo una estructura altamente



organizada alrededor de la cual las macromoléculas mencionadas anteriormente se pueden

agrupar.

Posterior a la estimulación de los receptores debida a diversos estímulos fisiológicos y

exógenos se da una marcada reorganización del citoesqueleto la cual se requiere para

movimientos celulares, diferenciación, interacciones intracelulares y secreción, las cuales

culminan en una conducta celular alterada apropiada para las nuevas circunstancias. Uno de los

primeros eventos en la activación, sin embargo, es un rápido incremento en la concentración

citosólica de calcio que tiene efectos profundos en la estructura del citoesqueleto. Los filamentos

de actina son fragmentados por la gelsolina y la calpaína es activada resultando en la ruptura de

proteínas como la filamina, talina, otras proteínas del citoesqueleto y dominios de membrana de

receptores de integrina entre otros sustratos (3,81,82,83). Esto rompe la estructura del

citoesqueleto, Fig. 10 centro.

Nuestro modelo asume que éste es un evento crítico en la señalización celular, ya que los

fragmentos derivados juegan un papel principal en eventos corriente abajo. En este punto la CN

juega un papel fundamental ya que en el caso del la FLNa al menos permite la defosforilación de

ésta y su subsiguiente degradación dando lugar a la reorganización de la malla de actina.

Además, la CN puede actuar simultáneamente sobre otros blancos iniciando cascadas de

señalización como es el caso de la proteína Tau o el NFAT en donde motivos Ser/Thr-Pro son

directamente defosforilados. En concordancia con ésta función reguladora de la CN está el hecho

de que la calpaína induce una proteólisis limitada de sus sustratos, sugiriendo una acción

reguladora más que de hidrólisis general. Ésta ocurre únicamente en sitios de membrana en

donde la proteasa es reclutada después de la ocupación de los receptores adyacentes. Se ha

brindado evidencia indicando que la calpaína asociada a la membrana se activa de manera muy



rápida actuando corriente arriba de las Rho GTPasas y efectores subsiguientes, siendo así

necesaria para la acción de las GTPasas (85,86). Estos hechos en combinación con los resultados

del presente estudio hacen surgir la posibilidad de que algunos de los fragmentos liberados por la

acción del calpaína mediada por fosforilación/defosforilación puedan participar como “Péptidos

Proteolizados Integradores de Señales” (o SIPPs por sus siglas en inglés “Signaling Integrator

Proteolytic Peptides”), los cuales mediarían acciones en rutas corriente abajo. Como se

mencionó, evidencia reciente en la literatura puede ser reanalizada, indicando que éste modelo en

verdad ocurre por lo menos en el caso de la FLNa.

Por ejemplo, aunque la FLNa completa es predominantemente citoplásmica, el fragmento

C-terminal de 100 kDa de ésta ha sido encontrado en el núcleo en donde se colocaliza con el

receptor de andrógeno (RA). Este fragmento inhibe la transactivación del RA e interrumpe las

interacciones entre dominios de receptor de andrógeno brindando un mecanismo por el cual las

mutaciones en la región del RA que une a la FLNa resultan en cáncer de próstata (87). Además,

se encontró que la cinasa 6 activada por  P21 y regulada por Rho (Pak 6) se unía a la misma

región del receptor de andrógeno en donde se une a la FLNa en este caso la Pak 6 también

inhibía la actividad del RA. Como se mencionó arriba la región C-terminal de la FLNa une

diversas GTPasas incluyendo Rac, Rho y Cdc42. Estas moléculas se unen a la FLNa de una

manera independiente de GTP y sus efecto sobre la FLNa son desconocidos de esta manera, el

producto de degradación del la FLNa podría movilizar estos elementos hacia el receptor de

andrógeno en donde su acción es requerida.

Otro ejemplo que merece mención es la habilidad de la FLNa de mediar la formación de

verrugas membranales inducidas por Pak 1 (60) (Fig. 10, derecha). En contraste con el efecto

estabilizador de la fosfo-FLNa sobre la estructura del citoesqueleto encontrado por nuestro grupo



(5,45). En este estudio se demostró que la fosforilación de la Ser2152 era requerida para cambios

dinámicos en la membrana. Muchos de los aspectos del estudio mencionado sin embrago indican

que nuestro modelo se puede aplicar mostrando que la FLNa puede asumir dos funciones

totalmente distintas en este proceso lo cual resuelve la aparente contradicción. Así se encontró,

que la interacción de la FLNa con Pak 1 era recíproca, esto es la FLNa era fosforilada por Pak 1

y Pak 1 era activada por la unión de la FLNa. La activación de Pak 1 por FLNa se llevaba a cabo,

sin embrago, utilizando un fragmento C-terminal de 852 aminoácidos de la FLNa obtenido de la

librería de expresión de cDNA utilizada. Se encontró que esta región C-terminal se unía al

dominio CRIB de la Pak 1, el cual también une Cdc42 y Rac 1 cuando su actividad de cinasa es

estimulada por auto-fosforilación (88). In vivo la interacción de la FLNa con la Pak1 se encontró

que ocurría después de la estimulación celular por heregulina y esfingolípidos los cuales

activaban a la Pak 1 al tiempo que incrementan la concentración intracelular de calcio (89). La

asociación de la FLNa con la Pak 1 dependía de la integridad del citoesqueleto siendo

interrumpida por citocalasina D.

La explicación dentro de nuestro modelo asume que el péptido C-terminal de la FLNa

liberado por la activación de la CN y la calpaína posterior a la estimulación celular funcionaría

como un SIPP activando a Pak 1. Después, en un estado posterior la Pak 1 activada por el SIPP

fosforilaría a la Ser2152 en la FLNa citosólica que forma parte de la red tridimensional de actina

y que no fue hidrolizada por la calpaína asociada a la membrana permitiendo, de esta manera,

que la FLNa exprese nuevamente y de manera completa sus propiedades estructuradoras de

filamentos de actina. Este paso ocurriría en una etapa posterior independiente del calcio en donde

la actividad fragmentadora y depolimerizadora de actina de la cofilina se encuentra inhibida por

la actividad de cinasa de LIM la cual fue inducida por fosforilación por Pak 1 (90).



Evidencia adicional en la literatura sugiere que nuestro modelo se puede aplicar a muchas

otras vías celulares incluyendo la señalización iniciada por el receptor de insulina o vías

activadas por el NFAT (91,92), como también en eucariontes menos complejos como:

Entamoeba histolytica, en donde pequeños fragmentos producidos por acción proteolítica tienen

mayor actividad que toda la proteína completa de ehFLNa (93). Para una descripción detallada de

nuestro modelo y el papel en algunas vías celulares ver García y cols. 2006 (56).



Fig.10 Representación esquemática del mecanismo propuesto para la movilización
de la FLNa y la señalización celular. El modelo resuelve las controversias
encontradas en la literatura en cuanto al papel de la fosforilación de la
FLNa (Ser2152) en el estado basal, caracterizado por una estructura
organizada en el citoesqueleto en contraste con el estado dinámico que
sigue a la estimulación celular. El conflicto desaparece asumiendo que los
fragmentos de la FLNa producidos por proteólisis por calpaína regulada por
calcineurina tienen un papel como péptidos señalizadores en vías corriente
abajo. Es factible asumir que elementos similares sean generados por
muchas otras proteínas como Tau cuya proteólisis esta regulada por
mecanismos similares.

!B"A~S_A,'lSUT,AIT§E __ ~. CELL STIMULATlON 

PhosphQ¡tlate<;l¡ PKA) Receplof Eng~gemefl1, 

FLNa 1St!" 2152), F-A~~n Sevenng¡Gelsain ). 

H¡;illy Ül'garized FLNa I ser 2152) 
Cj1oskelelon. Oephosphtf'j1ation (Caj¡;ineuri o) 

¡r¡d H}'Ó'aysis (C~lp~ln), ()hef 
protelns like Jau C( NFAT may be 

!liso dej::lhosph0l)181ed 

FLNa-SIPP genera~on, SIPP, 
~om olher protejOS: tau. hllin , ele? 

• 
Rephosphoryta1ion 
(Ser 2152101 roo
hydr~yzed FLNa by 

SIPF'.Activated F'ak or 
RSK 

Coftlin Inhlbi~on by 
Pak~ndl.lCed LIM 

activati oo. Cyloskele
Ion Reorganlze1ion. 



CONCLUSIONES

En conclusión, los resultados de este trabajo indican que la calcineurina puede

regular la susceptibilidad de la FLNa a calpaína mediante la defosforilación de la FLNa en

el residuo  Ser2152. Definir el mecanismo por el cual la proteólisis de la FLNa por calpaína

es regulada es de singular importancia por múltiples razones. Por ejemplo, se encontró que

un péptido C-terminal de 100 kDa de la FLNa se encuentra de  manera natural en el núcleo

celular asociado al receptor de andrógeno. De la misma manera, hasta la fecha se han

encontrado más de 40 macromoléculas asociadas a esta misma región de la FLNa. El hecho

de que los resultados de este estudio muestren que durante la activación celular procesos de

fosforilación/ defosforilación pueden regular la liberación de fragmentos proteolíticos

unidos a estas moléculas accesorias, brinda un mecanismo mediante el cual la célula puede

enviar señales corriente abajo a partir del citoesqueleto y otros elementos asociados a la

membrana celular. Hemos denominado a estas unidades señalizadotas “Péptidos

Proteolizados Itegradores de Señales” (o SIPPs, por sus siglas en Ingles, “Signaling

Integrator Proteolytic Peptides”). Además, la existencia de estas moléculas señalizadotas

resolvería muchas de las controversias que actualmente existen en la literatura acerca del

papel de la fosforilación en la dinámica del citoesqueleto.
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