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RESUMEN. El citoesqueleto es una compleja trama de filamentos en el citoplas-
ma que sirve como “huesos y musculos” de las células eucariotas y que permite
las propiedades de forma, organizacién interna y movimiento. Los filamentos que
constituyen el citoesqueleto son: los microtibulos, los filamentos intermedios y
los filamentos de actina de 24,10 y 7 nm de didmetro respectivamente. Los princi-
pales avances logrados en el conocimiento de esta dindmica estructura subcelular
derivan de estudios realizados en musculos y tejidos cuyas células presentan cilios
o flagelos, las cuales poseen funciones evidentemente asociadas al movimiento
mecéanico. Los componentes moleculares presentes en estas estructuras estan
también en aquellas que conforman el citoesqueleto de todas las células. Los fila-
mentos y microtibulos que participan en los movimientos del muisculo y de los
cilios presentan propiedades muy semejantes a las observadas en el citoesquele-
to, pero difieren en estabilidad. Los movimientos del citoesqueleto son muy labiles
y cambiantes mientras que los del musculo y los de los cilios son més estables.
Los dos tipos més importantes de filamentos del citoesqueleto son los de actina y
los microtabulos. Ambos estan formados por subunidades de proteinas que pue-
den ensamblarse y desensamblarse rapidamente en las células. Existen delica-
dos mecanismos que controlan este ensamble del pool de subunidades no
polimerizadas en el citoplasma. Los filamentos intermedios se encuentran en la
mayor parte de las células animales. Estan formados por subunidades de protei-
nas fibrosas y son mucho mas estables que la mayoria de los filamentos de actina
y los microtubulos.

ABSTRACT. The cytoskeleton is a complex weft of filaments in the cytoplasm, which
isused as the “bones and muscles™ in the eucaryotic cells and supports the properties
of shape, internal organization and movement. The cytoskeleton filaments are:
microtubules, the intermediate filaments and actin filaments 0f 24,10 y 7 nm in diameter
respectively. The main achievements in the knowledge of this dynamic subcelular
structure derive from studies performed on muscles and tissue whose cells present
cilium and flagellum having its function obviously associated with the mechanical
movement. The molecular components present in those structures are also present in
those other structures conforming the cytoskeleton in all types of cells. The filaments
and microtubules participating in the muscles and cilium movement have properties
very similar to those observed in the cytoskeleton although differing in stability. The
two most important types of filaments of the cytoskeleton are actin filaments and
microtubules. Both are made of globular protein subunits that can assemble and
disassemble rapidly in the cell. A delicate mechanism exists for controlling their
assembly from pools of unpolymerized subunits in the cytoplasm. A third class of
protein filaments called intermediate filaments is found in most animal cells; they are
made of fibrous protein subunits and are much more stable than most actin filaments
and microtubules. In addition to three major types of protein filaments, the cytoskeleton
also contains many different accessory protein that either link the filaments to one
another or to other cell components as the plasma membrane, or influence the rate
and extent of the filament polymerization.

INTRODUCCION

Tanto los movimientos como las
formas caracteristicas de un tipo ce-
lular o estructura eucariética espe-
cifica implican un complejo conjun-
to de fibras proteicas que se encuen-
tran en el citoplasma, “el citoesque-
leto”. Las células eucariéticas con-
tienen tres grandes clases de fibras
citoesqueléticas: microfilamentos de
actina, los microtubulos y los fila-
mentos intermedios de 7,24 y 10 nm
de diametro respectivamente. Estas
fibras no se encuentran en los
procariotas.

Los microfilamentos de actina y
los microtubulos se forman por po-
limerizacién de subunidades de pro-
teinas llamadas actina G y tubulina
respectivamente. La polimerizacién
y despolimerizacion de estas fibras
estan estrechamente reguladas por
las células. Por ejemplo, estructuras
tales como los husos mitéticos que
contienen microtubulos, se forman
durante la fase mitética del ciclo ce-
lular y posteriormente, se desensam-
blan rapidamente. La mayor parte de
las células eucariotas contienen uno
o mas tipos de filamentos interme-
dios, cada uno de los cuales también
estd formado a partir de subunida-
des proteicas especificas.

Algunos sistemas de actina y de
microtibulos son caracteristicas
permanentes de las células, inclu-
yendo los filamentos de actina y
miosina en el aparato contractil del
musculo, los filamentos de actina en
las células intestinales de borde en
cepillo y los microtubulos que se
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encuentran en los cilios de ciertos
microorganismos. Estos sistemas de
fibras se prestan ficilmente a anali-
sis bioquimicos y ultraestructurales
porque sus estructuras filamentosas
extremadamente ordenadas son es-
tables, abundantes y facilmente
purificables. Tales estudios han
aportado gran cantidad de informa-
cién sobre la estructura molecular y
funcién de estos sistemas. Por ejem-
plo, los movimientos ondulatorios de
los cilios y la contraccién muscular
son consecuencia del ensamble y
desensamble de asociaciones espe-
cificas proteina- proteina entre dos
filamentos que se deslizan uno so-
bre otro. La energia para estos mo-
vimientos se genera de la hidrélisis
del ATP, catalizada por enzimas es-
pecificas que se unen a la actinao a
los filamentos de tubulina.

Muchas de las proteinas citoes-
queléticas estan codificadas por fa-
milias multigénicas. Cada familia
derivé probablemente de un gen ori-
ginal presente en una célula euca-
riota primordial que a través de la
evolucién fue duplicado y posterior-
mente modificado. Una cuestién
importante que se debe discutir es
si las diferentes proteinas de actina
y tubulina de los vertebrados supe-
riores forman estructuras especifi-
cas o tienen funciones Unicas o bien,
si son otros componentes los que
determinan las diferentes funciones
de las diversas estructuras que con-
tienen a aquellas.

MICROTUBULOS

Son polimeros dindmicos que se
caracterizan por su aspecto tubular
y por la constancia de sus propieda-
des en diferentes tejidos celulares.
Pueden estar libres en el citoplasma
o bien como parte integrante de los
cilios y flagelos. El componente prin-
cipal es una proteina denominada
tubulina, que forma la unidad basi-
ca, heterodimero de a—f tubulina.
Estos polimeros crecen por la adi-
cién de a—B tubulina y se acortan por
la liberacién de heterodimeros de
tubulina desde ambas terminacio-
nes. La estabilidad de los diferentes
microtubulos es variable, los del cito-
plasma y los del huso suelen ser
labiles, en tanto que los de los cilios
y flagelos son mas resistentes a los
diferentes tratamientos. Los micro-
tibulos desempenan una funcién
mecdanica, ya que constituyen una
especie de citoesqueleto. También
depende de ellos la forma de las cé-
lulas y de las prolongaciones celula-
res. La polaridad y desplazamiento
direccional de las células cultivadas

depende de los microtiibulos. Estas
estructuras estan asociadas con el
transporte de moléculas, granulos y
vesiculas en el interior de las célu-
las. También desempenan un papel
importante en la contraccién del
huso y en el movimiento de los
cromosomas y centriolos, asi como
el movimiento ciliar y flagelar. Se ha
considerado la intervencién de los
microtubulos en la transduccién
sensorial.!

La mayoria de las Proteinas Aso-
ciadas alos Microtubulos (MAP) han
sido identificadas y se conoce que se
unen a ellos sin requerimiento de
nucleétidos.? Individualmente se
revela un patrén caracteristico en las
células nerviosas (Tabla 1)

Todas estas MAP son moléculas
fibrosas de diferente longitud en un
intervalo entre 50 a 185 nm y forman
proyecciones filamentosas en la su-
perficie del microtibulo. En recien-
tes clonajes y secuenciaciones mo-
leculares de cDNA- MAPs, revela
que MAP 2 (1828 aa ), Tau (432 aa) y
MAP 4 (1072 aa) estan todas com-
puestas por una proyeccién dominio
amino-terminal y una carboxilo ter-
minal, regién de unién de los
microtibulos. Esta regiéon de unién
estd bien conservada en estas tres
proteinas y consiste en tres o cuatro
repeticiones de 18 aa. En contraste,
laregién de unién a microtibulos de
MAP 1 B (2413aa) contiene 21 repe-
ticiones de 4 aa (lys, lys, glu X, don-
de X es cualesquiera aa), cerca del
centro de la molécula.

Un considerable nimero de evi-
dencias basadas fundamentalmente
en estudios in vitro, implica que el
control de la dindmica de los mi-
crotubulos y la morfogénesis celular,
es la mayor funcién de estas MAP
in vivo.

Dinamica de los microtibulos

En disolucién la tubulina pura
exhibe un estado de inestabilidad di-
néamica, en el cual los polimeros con-
tindan polimerizando y despolime-
rizando, aun cuando la masa de es-
tos se mantenga en un estado esta-
tico. Esta inestabilidad se piensa que
sea manejada por un ciclo de hidré-
lisis e intercambio de GTP. Los di-
meros de tubulina unidos al GTP se
polimerizan preferencialmente y las
terminaciones de los microtiibulos
no-se despolimerizan, hasta que el
GTP unido se hidrolice a GDP? La
dindmica de los microtubulos pue-
de ser descrita por los indicadores
siguientes:

1. El nimero total de microta-
bulos, depende del numero de sitios

Tabla 1. Patrén de distribucion de las
MAP,

Tipo Localizacion
MAP1A Dendritas y axones.
MAP1B Dendritas y axones.
MAP 2 A Dendritas.

MAP2 B Dendritas.

MAP 2 C Dendritas.

MAP (Tau) Axones.

MAP (big Tau) Axones.

MAP 4 Predominante en
muchos tipos de
células en division.

X MAP Huevos de Xenopus.

de nucleacién in vivo, ya que los

microtibulos crecen solo por sitios

especificos en la célula, usualmente
desde los centrosomas.

2. La “velocidad de crecimiento”
y la “de acortamiento”, estan defini-
das por la velocidad de adicién y pér-
dida respectivamente de dimeros de
tubulina al final de los microttibulos
individualmente.

3. La “velocidad de catastrofe” es
la frecuencia de transiciéon de los fi-
nales individuales de los microta-
bulos en un estado de crecimiento a
un estado de acortamiento.

4. La “velocidad de rescate” es la
frecuencia de transicién de los fina-
les individuales de los microtibulos
del estado de acortamiento al esta-
do de crecimiento. Siendo constan-
te el nimero de sitios de nucleacién,
las cuatro velocidades (crecimiento,
acortamiento, catastrofe y rescate)
determinan otros indicadores:

a) La fraccién de tubulina presente
como polimero contra la fraccién
presente como unidad base (los
heterodimeros).

b) La velocidad de renovacién o re-
cambio de los dimeros de tubulina
entre polimeros y pool de dimeros.

Las MAP controlan la dinamica de
los microtabulos in vitro e in vivo

Los microtibulos exhiben fases
de elongaciéon y rapido acortamien-
to, la abrupta transicién entre estas
fases (rescate y catastrofe) es la ra-
z6n de su llamada “inestabilidad di-
namica” in vitro. Se han hecho ob-
servaciones a tiempo real, usando vi-
deo-microscopio o microscopio de
campo oscuro y se ha demostrado la
inestabilidad dinamica de los
microtubulos, ensamblados indivi-
dualmente in vitro, con MAP(Tau)
purificadas, MAP2 purificadas, pre-
paraciones de MAP estables al calor
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no fraccionadas o MAP(Tau) produ-
cidos en Echerichia coli.*$ Las MAP
cerebrales reducen la velocidad del
“acortamiento rapido” de los micro-
tubulos, pero permiten una pérdida
significativa de polimeros durante la
fase de acortamiento. Las MAP(Tau)
y MAP2 purificadas, disminuyen la
frecuencia de catastrofe y aumentan
la frecuencia de rescate, mientras
que las MAP estables al calor, supri-
men la catastrofe completa, pero a
muy bajas concentraciones de
tubulina. Entonces cada una de es-
tas MAP modulan, pero no suprimen
la conducta dindmica de los microtui-
bulos. Esta conducta es perturbada
por la fosforilacién por MAP (mito-
gen-activated protein) quinasa,’” que
afecta esta actividad disminuyendo
la afinidad de las MAP(Tau) del en-
rejado de microtiibulos.’ Estudios de
la redistribucién cinética de la lon-
gitud de los microtibulos in vitro,
muestra que un péptido analogo co-
rrespondiente a la segunda secuen-
cia, en laregién de unién al microta-
bulo de la MAP, puede retardar
marcadamente la distribucién ciné-
tica de la longitud.®

Se sabe ya que las MAP contro-
lan individualmente la dindmica de
los microtibulos in vitro. Ahora es
necesario saber si ellas realmente
controlan la dindmica de los micro-
tibulos in vivo. En observaciones y
cuantificaciones in vivo de la con-
ducta individual de los microtibu-
los, se observd que la dindmica de
los microtibulos es especifica del
tipo celular; estos experimentos se
realizaron por microscopia fluores-
cente después de una inyeccién con
subunidades de tubulina, marcada
con rhodamina.®

La estabilidad también se exami-
noé en células Hela y 3T3 transforma-
das con el cDNA de MAP 2 C, MAP
(Tau) o MAP 1 B con tratamiento de
un agente despolarizante de los
microtibulos. Los microtibulos en
células transformadas con MAP2 C,
MAP(Tau) o MAP1B se estabilizaron
contra los agentes despolimeri-
zantes de microtibulos, pero la es-
tabilizaciéon fue menos eficiente en
células transformadas con MAP1B
que en células transformadas con
MAP2C o MAP(Tau).!? Este estudio
demostré también que los microtu-
bulos en células transformadas con
MAPI1B,!" fueron enriquecidas en a
tubulina acetilada. Estos resultados
sugieren que las MAP neuronales
que fueron introducidas en los
fibroblastos por transfeccién de
cDNA estabilizan los microtibulos
y afectan el estado de modificacién

postraduccional de la tubulina. En-
tonces hay aqui una gran evidencia
que indica que las MAP funcionan
en la dindmica de los microtiibulos.!***
Se estudi6é también cémo los com-
ponentes de tubulina influyen en la
dinédmica de los microtubulos, utili-
zando a estos libres de MAP, de la
banda marginal de eritrocitos de
aves, en comparacioén con los micro-
tabulos de cerebro de mamiferos. La
tubulina en el sistema eritrocitario
es muy homogénea, en contraste con
la tubulina cerebral. Fue muy inte-
resante que aunque los microtu-
bulos de eritrocitos muestran una
conducta similar a los de cerebro,
ellos fueron mucho menos dinami-
cos. La concentracién critica para la
elongacién y velocidad de asociacién
y disociacién de la tubulina, es mu-
cho menor que con los microtibulos
de cerebro. Las catastrofes son raras,
los rescates frecuentes. Esto signifi-
ca, que la estabilidad dinamica pue-
de ser controlada por el isotipo de
tubulina, también como e indepen-
dientemente de las MAPY

La fosforilacién de las MAP es
otro factor que influye en la dindmi-
ca de los microtubulos in vivo. Es-
tudios previos han demostrado que
hay unién de las MAP a los microtu-
bulos dependiente de fosforilacién.

En las células en divisién, se
piensa que la fase de transicién in-
terfase mitosis de microtibulos di-
namicos sea inducida por reacciones
de fosforilacién mediadas por MPF
(mitosis promoting factor) y por la
MAP quinasa, funcionando después
de MPE. Con el objetivo de estudiar
esta interaccién, las principales
MAP p220 se purificaron de huevos
de Xenopus. Cuando se purificé p220
de la célula en interfase, se unié po-
tentemente a los microtubulos y es-
timulé la polimerizacién de la
tubulina, mientras que cuando p220
se extrajo de las células en fase
M(mitosis), mostré muy poca o nin-
guna actividad. La proteina fue lo-
calizada en los microtubulos duran-
te la interfase, pero fue fosforilada y
difusamente distribuida a través de
la célula en la fase M. Este estudio
sugiere que el drastico cambio en la
acciéon de p220 en la dindmica de los
microtibulos durante la transicién
de interfase a fase M, pudo ser indu-
cida por su fosforilacién en fase M,
probablemente catalizada por MAP
quinasa y MPE!6

Acorde con la regulacién de la
dindmica de los microttibulos por las
MAP, la Ginica ATPasa que se une a
estos (katanina) fue identificada y
caracterizada recientemente.'” La

katanina es una proteina heterodi-
mera (81 a 70 kDa) purificada de hue-
vos de ranay erizo, que usa la hidré-
lisis de ATP para separar y desen-
samblar los dimeros de tubulina de
los microtubulos. Junto a otras MAP
esta proteina podria controlar la di-
namica de los microtubulos de la
célula en division.

La proteina X MAP fue original-
mente descrita como una proteina
que incrementa el contenido de
polimero por el incremento de la ve-
locidad en el extremo de crecimien-
to rapido de los microtibulos.!®

Trabajos més recientes demostra-
ron que XMAP incrementa el recam-
bio, disminuyendo la frecuencia de
rescate y aumentando la velocidad
de crecimiento y acortamiento. Elin-
cremento en la velocidad de creci-
miento es suficiente para compen-
sar el aumento de la velocidad de
rescate y acortamiento y por tanto
promueve el ensamble de la malla.
Este resultado es importante por dos
razones: primero XMAP es la prime-
ra proteina caracterizada que incre-
menta el recambio. Todas las otras
MAP caracterizadas, reducen el re-
cambio incrementando el rescate. La
existencia de proteinas como XMAP
podrian explicar porqué el recambio
in vivo es mucho mayor que en di-
soluciones de tubulina pura. Segun-
do XMAP promueve el ensamble de
la malla al mismo tiempo que
incremente el recambio. La accién
de XMAP o de una proteina similar,
podria parcialmente explicar coémo
el nivel de polimeros de la malla en
interfase y metafase son iguales, aun
cuando el recambio es mucho mayor
en metafase.

Bases estructurales de la nuclea-
cion de los microtiubulos por y-
tubulina

Ademas de la regulacién del cre-
cimiento y acortamiento dindmico,
el niimero de sitios de nucleacién de
los microtubulos del centrosoma
también parecen ser regulados con
el incremento del nimero de sitios
de nucleacién que ocurren durante
la mitosis.’*?’ Los sitios de nuclea-
cién en el centrosoma, estdn com-
puestos por y-tubulina (al menos en
parte). Esto se basa en que: primero,
la inmunolocalizacién de y-tubulina
muestra que estan concentrados en
los centrosomas y otros sitios de
nucleacién de los microtubulos y
segundo, que la inhibicién de y-
tubulina, in vivo e in vitro, trae la
pérdida de la actividad de nuclea-
cién de los microtubulos en los
centrosomas.

91



92

Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vol. 35, No. 2, 2004.

Recientemente, se establecieron
las bases de nucleacién de la y-
tubulina. El complejo que contiene
y—tubulina (ytu RC - ytubuling ring
complex) se purific6 de huevos de
Xenopus. Este complejo es un ani-
llo estructurado con didmetro cerra-
do. Cada anillo complejo tiene al
menos 10 moléculas de y-tubulina
ademas de un numero de otras pro-
teinas. En efecto, cada complejo tie-
ne mas o menos el mismo nimero
de subunidades de y-tubulina que de
dimeros a,B-tubulina, rodea la cir-
cunferencia del microtibulo sugi-
riendo que las subunidades a,fB-
tubulina, pudieran afiadirse directa-
mente al anillo de subunidades de y-
tubulina para nuclear el microta-
bulo. E1 yTu RC indica tener una po-
tente actividad nucleante de micro-
tabulo y se puede observar el com-
plejo unido a la terminacién menor
de microtibulo nucleados por yTu
RC.

En un trabajo complementario se
demostré que:

1. Los centrosomas aislados,
contienen cientos de complejos de
anillos, y del mismo didmetro que
yTu RC.

2. Elcrecimiento de los microtu-
bulos del centrosoma se inicia en
estos anillos y que ellos contienen
multiples moléculas de y-tubulina.

Ahora falta por averiguar, si la
actividad nucleante de yTu RCs es
regulada por el nimero de yTu RCs
en el centrosoma (nimero que puede
incrementar durante la mitosis por
reclutamiento) o si la actividad
nucleante es regulada por fosforilacién.

FILAMENTOS DE ACTINA

Son polimeros de una proteina
globular llamada actina G. Esta pro-
teina constituye una gran propor-
cién de las proteinas citoplasmaéticas
en su mayor parte esta presente bajo la
forma globular (actina G. PM 45 000) y
puede polimerizarse rapidamente
para formar microfilamentos de
actina fibrosa (actina F). Esta tran-
sicién de actina G a F parece consti-
tuir la base de la clasica transicién
sol-gel observadas en el citoplasma
de las células en movimiento.

La miosina es una molécula
bipolar y fibrosa que se une a la
actina; esti presente en las células
musculares y no musculares, en las
plantas superiores y en microorga-
nismos eucariéticos. La miosina II
(cel. musc. y no musc.) contiene una
regién globular que se une ala actina
y un segmento fibroso que le permi-
te agregarse en filamentos. La
miosina I contiene la regién globu-

lar de unién a la actina, pero carece
de cola fibrosa; solo esta en células
no musculares.

La miosina en marcha en la
transduccion de senal

Recientemente se han descubier-
to multiples miosinas diferentes.?!-?
Todas estas miosinas tienen conser-
vadas la secuencias de aa de la re-
gioén de la cabeza = 80 kDa, seguida
por una regién reguladora, de longi-
tud variable que une entre 1y 6 ca-
bezas ligeras de la familia de protei-
nas calmodulina. Estas dos regiones
derivadas constituyen el dominio
motor. Este convierte la energia qui-
mica liberada por la hidrélisis del
ATP, en una fuerza unidireccional a
lo largo del filamento apolar. Las
nuevas miosinas descubiertas, tie-
nen también dos cabezas o una ca-
bezay se piensa también que no for-
man filamentos. Los dominios mo-
tores de la miosinas no convencio-
nales trabajan solos, no ensambla-
dos, son frecuentemente mediado-
res del transporte de funciones, si
exhiben actividad no progresiva, tal
como la presentada por el dominio
motor de las miosinas convenciona-
les.

En todas las miosinas el dominio
motor estd acompanado de un moti-
vo (cola) adicional, que define en la
secuencia primaria, entre las clases
individuales de miosinas, en la cual,
la variable extensién también difie-
re en miembros individuales de una
clase de miosina.?

Se ha postulado que este “moti-
vo” adicional especifique las funcio-
nes de cada miosina individual. Mu-
chas miosinas contienen secuencias
“motivo” presentes también en otras
proteinas. Se piensa que estos “mo-
tivos” participen en interacciones
proteicas en la cascada de senales.

Ej.: 1. La miosina nina C, clase IV,
represent6 la primera miosina para la
cual el papel en la senal de transduc-
cién fue demostrado.?** Es expresado
en células fotoreceptoras de Drosofila
melonogaster. El gen de Nina C co-
difica dos proteinas p132 y p174.

Otras miosinas no convenciona-
les (clase III se encontré involucrada
en la transduccién auditiva).

El gen de la sordera de ratén
Sharker 1 y el gen responsable del
sindrome de Usher tipo B en huma-
no, sindrome que representa la aso-
ciaciéon de defecto oido (dificultad
auditiva) y disfuncién vestibular con
retinitis pigmentosa lentamente
progresiva, codifican miosinas -
miosinas humanas VII A respectiva-
mente.?6:27

Regulacion de los filamentos de
actina (FA)

La distribucién uniforme, extre-
madamente estricta de la longitud
de los FA es en estructura supramo-
lecular, indica un estricto control en
su ensamblaje en los filamentos in-
dividuales.?® La actina in vitro
polimeriza desde las terminaciones
de los filamentos una de crecimien-
to rapido positivo y otras de creci-
miento lento negativo, a menos que
la concentracién critica de actina sea
alcanzada. En el estado constante, la
polimerizacién en malla cesa, pero
el recambio de las subunidades con-
tina en ambos finales por lo que el
filamento alcanza una “distribucién
de longitud exponencial”.?® {Cémo
puede entonces la célula mantener
uniforme y estable la distribucién de
la extensién de los FA?

1. Existen proteinas “encapucha-
doras” de las dos terminaciones que
se unen a cada uno de ellos para pre-
venir la asociacién y disociacién de
monoémeros, pasando el crecimien-
to o decrecimiento del FA y por tan-
to, manteniendo su longitud ej: Cap
Z (proteina “encapuchaduras”) se
une a la terminacién de crecimiento
rapido y la tropomodulina a la ter-
minacién de crecimiento lento.

2. Pueden existir otros mecanis-
mos que especifiquen la longitud
caracteristica de los FA en cada ex-
tremo supramolecular.

En respuesta a sefiales del medio
la célula cambia su forma y su grado
de unioén al sustrato. Estos cambios
son conservados, al menos en parte
por arreglos del citoesqueleto de
actina. Si la actina se ensambla en
largos “paquetes”, la actina F susten-
ta protusiones “como dedos” de la
membrana plasmatica, si se ensambla
como una malla forma protusiones en
forma de hoja y si presentan paquetes
acoplados a placas adheridas alas fibras,
“las fibras de estrés”. La senal que dis-
para estos patrones citoesqueléticos
actia a través de diversos receptores,
que ahora aparecen convergiendo en
uno o mas miembros de la pequena fa-
milia Rho (RAS homdlogo) de protei-
nas que unen GTP (La familia Rho es
una subfamilia de RAS - rat sarcoma).
Estas proteinas son Cdc 42, Rac. Rho.3%%

Cuando cada uno de los miem-
bros de esta familia Rho se inyecta
en formas activas constitutivamente
(GTP-unido) en fribroblastos 3T3, se
induce un cambio morfolégico Gni-
co que involucra la reorganizaciéon
de la actina -F. La Cdc 42 induce
protusiones como dedos.? La protei-
na Racinduce arrugas y Rho induce
las fibras de estrés. Cuando estos
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mismos cambios morfolégicos son
inducidos por agonistas extracelula-
res, ellos pueden ser bloqueados por
la forma GDP-unidos dominante
negativo del miembro apropiado de
la familia Rho. Entonces la inyecciéon
de Cdc 42 dominante - negativa, blo-
quea la formacién de protusiones en
forma de dedo inducida por bradi-
quina® y la Rac dominante negativa
bloquea la formacién de arrugas in-
ducidas por EGF o bombesina.?* La
inactivacion de Rho con C, trans-
ferasa de clostridium botulinum,
bloquea la formacién de la fibra
estrés, inducida por acido liso-
fosfatidico (ILPA).%36 Estos datos su-
gieren que los miembros de la fami-
lia Rho median estos cambios mor-
folégicos que son inducidos por
agonistas extracelulares.

FILAMENTOS INTERMEDIOS

Los filamentos intermedios (FI)
son estructuras proteicas que cons-
tituyen componentes esenciales del
citoesqueleto celular y fueron vistas
por primera vez por Ishikawa y col.
en 1968. Sobre la base de su secuen-
cia primaria y su expresiéon tejido
especifico, han sido descritos seis
tipos diferentes de proteinas de los
FI®" (Tabla 2).

A pesar de su diversidad, todas
las subunidades proteicas de los FI
tienen caracteristicas bien definidas,
estructura primaria y secundaria
bien conservada, habilidad para
renaturalizar y formar filamentos de
7 a 11 nm y una cerrada correlacién
entre la expresiéon de los genes que
codifican para ellas y el tipo celular
en que se expresan.?® Todos los
polipéptidos de los FI tienen una
estructura comun; una organizaciéon
de dominio tripartita que consiste en
un dominio central a-hélice “alarga-
do” de 310 a 350 aa, flanqueado por

un “extremo cefalico” amino-termi-
nal no helicoidal y un dominio car-
boxilo-terminal o cola de tamano y
caracteristicas quimicas variables.
El dominio de la a-hélice central de
dos mondémeros de queratina media
la formacién del “superenrrolla-
miento”; después estos dimeros se
ensamblan en tetrdmeros, los cuales
forman los filamentos.*

Funcion de los dominios cabeza y
cola en el ensamblaje y formacion
de la malla de FI

A diferencia del dominio central,
cuya forma y conformacién estan
muy conservadas en muchos tipos
de FI, los terminales son muy varia-
bles.* El dominio carboxilo terminal
es globular en las ldminas y muy
extendido en el caso de los neurofila-
mentos NF-M y NF-H. Para explorar
las funciones de los dominios termi-
nales en la estructura de los FI, en-
samblaje y formacién de la malla, se
han construido proteinas mutantes
y truncadas de los F1 y se han anali-
zado luego en células transformadas
in vivo, animales transgénicos o in
vitro, después de la expresién re-
combinante en bacterias. Se demos-
tré, que quitando una pequena por-
cién del dominio amino-terminal de
keratina, tiene efectos supresores en
la formacién de filamentos in vivo e
in vitro.*! Experimentos de mutagé-
nesis**y el uso de péptidos sintéti-
cos han demostrado que la secuen-
cia del dominio “cabeza o cola”, pue-
den afectar marcadamente el ensam-
blaje de los FI de vimentina. En ex-
perimentos de ensamblaje in vitro,
con bacterias que expresan filamen-
tos completos, fragmentos sin cabe-
za, con o sin tallo, de NF-L de neuro-
filamentos de ratén revelaron que la
reconstituciéon in vitro de filamen-
tos auténticos de 10 nm requiere de

Tabla 2. Clasificacion de las proteinas de los filamentos intermedios.

Proteinas Clasificacién
de filamentos
intermedios
(Tipo)
I Aproximadamente 15 proteinas acidicas.
1I Aproximadamente 15 queratinas epiteliales basicas neutras.
111 Cuatro proteinas diferentes:
0 vimentina mesenquinal.
0 desmina muscular.
0 proteina &cida de las fibras gliles (PFAQG).
0 perifina.
v Sub unidades de neurofilamentos: NF-L, NF-M, FF-H.
a-Internexina.
Vv Lamina nuclear.
VI Nestina.

ambos dominios terminales;* mien-
tras que el dominio amino-terminal,
promueve la asociacién lateral de
protofilamentos en protofibrillas y
luego, en filamento de 10 nm; el do-
minio carboxilo-terminal controla el
ensamblaje lateral de protofila-
mentos hasta terminar los filamen-
tos de 10 nm . Investigaciones pos-
teriores del ensamble de filamentos
bovino sin cola, producido proteoli-
ticamente, indican que el dominio
carboxilo terminal acido puede su-
primir la adhesién lateral de filamen-
tos en crecimiento. Entonces, los dos
dominios terminales de NF-L tienen
efectos antagoénicos en asociacién
lateral de profilamentos en estruc-
turas de orden superior, con el
efecto carboxilo terminal domi-
nante sobre el dominio amino-ter-
minal.

En estudios in vitro con filamen-
tos completos e isoformas de lami-
nas truncadas humanas,* de pollo*’
y Xenopus*® han demostrado que
ambos dominios estan implicados en
la formacién de los FI.

Modificaciones de las proteinas de
los F1 y su efecto en el ensamblaje
y dinamica de los FI

Fosforilacion. Tradicionalmente
los FI en comparacion con los FA y
los microtubulos han sido conside-
rados estructuras muy estables que
exhiben poca conducta dindmica.
Estudios mas recientes, han demos-
trado claramente cambios significa-
tivos en la subunidades de FI y en-
samblaje-desensamblaje dindmico
de los FI. Como las proteinas de los
F1 son fosforilados por quinasas y en
muchos casos, atenta o inhibe el en-
samblaje de los F1y facilita el desen-
samble, se sugiri6 recientemente
que particularmente durante la mi-
tosis los FI son reorganizados dina-
micamente y que esta reorganiza-
cién es regulada por la fosforilacion
y defosforilacién de las proteinas de
F1.% Todas las observaciones con-
cuerdan con que en general el domi-
nio amino-terminal, representa un
importante papel durante el ensam-
blaje de los F1.

Se ha encontrado que la hiperfos-
forilacién es el evento central duran-
te la mitosis, principalmente los
cambios morfolégicos que el ensam-
ble de la trama de la ldmina nuclear
y el desensamblaje de los FI citoplas-
maticos, fundamentalmente, los FI
tipo III. La kinasa cdc2 mitosis es-
pecifica, ha sido identificada como
la responsable de estos eventos de
fosforilaciéon. Otros experimentos
han probado que no solo los sitios de
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fosforilacion, sino también, el desen-
samblaje fosforilacién dependiente
de la ldmina nuclear, son iguales in
V1V0 e in vitro.’H!

Glicosilacion. Algunos estudios
investigan la glicosilacién de las pro-
teinas de los FI y se conoce poco
acerca de los posibles efectos de la
glicosilacién en la estructura de los
FI, ensamblaje y dindmica. El mar-
caje metabdlico de colonias de célu-
las epiteliales humanas HT29 con
[*H]-glucosamina, ha demostrado
que las citoqueratinas humanas K8
y K18 tienen un enlace O-glicosidico
de residuos simples de N-acetil-
glucosamina (O-GlcNac), con un
promedio estequiométricode 1,5y
2 moléculas de O-GlcNac por molé-
cula de K8 y K18 respectivamente.?

En otro estudio se encontraron
queratinas epiteliales simples, tales
como K8 y K18 en células HT29, que
son apreciablemente mas solubles
que lo reconocido previamente y que
la queratina soluble predominante
en la forma de tetrdmeros, es ensam-
blaje competente.?

Recientemente, monosacaridos
simples de N-acetilglucosamina,
unidos O-glicosidicamente, fueron
también identificados, predominan-
temente dentro del dominio amino-
terminal de los tripletes de proteinas
de neurofilamentos: NF-L y NF-M,
aislados de médula espinal de ra-
tén.5* En este caso, la gicosilacién
citoplasmatica de residuos de
aminoacidos serina y treonina ocu-
rrié a un aproximado estequiométri-
co de 0,1 y 0,15 mol de GlaNac por
mole de NF-L y NF-M respectivamen-
te. La eliminacién de estos sitios de-
mostré un detrimento en el ensambla-
je del microfilamento in vivo e in vitro.

Varios estudios demostraron que
O-GlcNac, es una modificacion de la
proteina muy dindmica analoga a la
fosforilacién y se asumidé que como
la fosforilacién, esta modificaciéon
también ejerce efecto regulador en
la activacién celular, el ciclo celular,
la fosforilacién de las proteinas y el
ensamble de los complejos de pro-
teinas multiméricas, tales como mi-
crofilamentos y FI en general.

Algunas aplicaciones de las protei-
nas de los FI

Dentro de las proteinas de un
determinado tipo celular, las protei-
nas de los filamentos intermedios
son de las mas abundantes. Los an-
ticuerpos fluorescentes contra cier-
tas proteinas de los filamentos inter-
medios han sido muy utiles para
identificar células, especialmente,
para clasificar tumores en los casos

en que los procedimientos histolé-
gicos normales no permiten llegar a
un diagnéstico. Como las células
tumorales retienen muchas de las
propiedades diferenciales de las cé-
lulas de las que derivan, su marcaje
con anticuerpos FI permite la iden-
tificacién del tipo celular. Existen
multiples técnicas inmunohis-
toquimicas, desde las que utilizan
anticuerpos fluorescentes hasta las
que combinan anticuerpos monoclo-
nales con enzimas.?

Es importante destacar que la
expresion de més de una clase de FI
en algunos tipos celulares especiali-
zados ha sido encontrada, siendo la
vimentina el FI que acompana ge-
neralmente a los otras clases, tal
como ocurre en los tejidos durante
el desarrollo embrionario, ademas,
estudios recientes sustentan la teo-
ria de que los FI son estructuras muy
dindmicas y tienen un papel comple-
jo en las células vivas, pero en gene-
ral, la expresién de la antigenicidad
especifica de los FI se preserva du-
rante las transformaciones malignas
y laidentificacién por inmunohisto-
quimica del tipo de F1I en la clasifi-
cacién de tumores poco diferencia-
dos es muy util.*

Con el fin de definir la funcién
de los FI en el tejido normal y pato-
l6gico, recientemente se han encon-
trado hallazgos de interés, como la
variacién en la expresiéon de las pro-
teinas de los FI en condiciones anor-
males como la hipoxia. Estos resul-
tados son de gran utilidad en la de-
terminacién del dano a nivel tisular
en algunas enfermedades cardiovas-
culares y para la selecciéon de cora-
zones donantes para trasplantes®” en
el estudio neurolégico de lesiones
corticales desvascularizantes en las
cuales se produce un aumento pro-
gresivo de inmunoreactividad de la
PFAG y aparicién de la expresién de
vimentina en las margenes de las
lesiones celulares.?® La expresion de
citoqueratina en las disfunciones se-
veras de la célula Sertoli asociadas
con la detencién espermatogénica en
los hombres infértiles sugiere su apli-
cacién como marcador histol6gico.*

En general, la reaccién de anti-
cuerpos (Ac) contra estas proteinas
es tejido especifico, de forma tal que
los Ac de citoqueratina reaccionan
solo con tejidos epiteliales, por tan-
to los carcinomas pueden ser de-
tectados con estos. Los Ac de
desmina diferencian los tumores
derivados del tejido muscular es-
triado y liso, como los rabdomio-
sarcomas y laiomiosarcomas de
otros tumores de tejidos blandos.

Los de PFAG para los astrocito-
mas. Los de neurofilamentos gan-
glioneuroblastomas y otros neuro-
blastomas. Los tumores mesenqui-
matosos tales como linfomas, sar-
comas, melanomas y seminomas
presentan vimentina.®

CONCLUSIONES

Los filamentos de actina, los
microtubulos, los filamentos inter-
medios y sus proteinas asociadas,
son regulados por un delicado me-
canismo que aun no esta bien dilu-
cidado que produce cambios en la
forma de las células y en varios mo-
vimientos celulares. Las propieda-
des Unicas de cada tipo de microtu-
bulo parecen estar determinadas por
MAP especificas de cada estructura,
el isotipo de tubulina asi como los
eventos de fosforilacién y defosfo-
rilacién de las MAP entre otros. Las
MAP coplimerizan con las subuni-
dades de tubulinas o se unen a los
microtubulos después de la polime-
rizacién modulando su dinamica.
Los filamentos de actina también
participan en estos cambios de la
forma de la célula, unidos a protei-
nas especificas que unen GTP tales
como la familia Rho que dispara di-
versos patrones citoesqueléticos
como: las fibras de estrés, arrugas,
protusiones en forma de dedoy otras.

Los filamentos intermedios des-
empenan un importante papel en la
organizacién del citoplasma de célu-
las diferenciadas, en el desensamble
de lalamina nuclear en la regulacién
de la actividad celular, el ciclo celu-
lar, etc. Actualmente son muy utili-
zados en la clasificacién de tumores
poco diferenciados dado que su anti-
genicidad especifica se preserva du-
rante las transformaciones malignas.
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