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RESUMEN

Las asociaciones entre los componentes de la membrana plasmatica y el citoesqueleto cortical son
consideradas ya no sélo de naturaleza estructural y mecdnica sino que hoy en dia son reconocidas como
interacciones dinamicas que modulan una plétora de respuestas celulares. Los filamentos de actina se
reorganizan ante la aparicién de diversos estimulos, entre los que se destaca el aumento de Ca®* citosdlico,
que participa en la motilidad celular y la adherencia, la fagocitosis, la citoquinesis y la secrecion. La dindmica
de la actina participa en la regulacién del transporte idnico a través de las membranas donde no sélo juega
un papel clave en la entrega y la estabilizacidn de los canales y transportadores de la membrana plasmatica,
sino también en la regulacién de su actividad. Hemos descrito recientemente la interaccidn funcional entre
la actina y la membrana plasmatica Ca2+-ATPasa (PMCA), lo que representa un nuevo mecanismo regulador
de la bomba al tiempo que presenta un nuevo camino por el que participa el citoesqueleto de actina cortical
en la regulacion de la homeostasis del Ca2+ citosdlico. En este trabajo de revision, resumimos el
conocimiento actual de la interaccién entre el citoesqueleto cortical y la PMCA y discutimos los mecanismos
posibles que explican la modulacién de la bomba de calcio.
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SUMMARY.

REGULATION OF THE PLASMA MEMBRANE CALCIUM ATPASES BY THE ACTIN
CYTOSKELETON

Associations between the cortical cytoskeleton and the components of the plasma membrane are no
longer considered to be merely of structural and mechanical nature but are nowadays recognized as
dynamic interactions that modulate a plethora of cellular responses. Reorganization of actin filaments upon
diverse stimuli —among which is the rise in cytosolic Ca*— is involved in cell motility and adhesion,
phagocytosis, cytokinesis, and secretion. Actin dynamics also participates in the regulation of ion transport
across the membranes where it not only plays a key role in the delivery and stabilization of channels and
transporters in the plasma membrane but also in the regulation of their activity. The recently described
functional interaction between actin and the Plasma Membrane Ca*-ATPase (PMCA) represents a novel
regulatory mechanism of the pump at the time that unveils a new pathway by which the cortical actin
cytoskeleton participates in the regulation of cytosolic Ca®** homeostasis. In this review, we summarize the
current knowledge on the interaction between the cortical actin cytoskeleton and the PMCA and discuss the
possible mechanisms that may explain the pump’s modulation.

Key words: PMCA, actin, cortical cytoskeleton, modulation, calcium.

EL ENTRAMADO CELULAR

El citoesqueleto de las células eucaridticas consta principalmente de estructuras filamentosas
compuestas de distintos polimeros lineales. Considerando los mondmeros que componen estos polimeros y
el didmetro de sus filamentos, se pueden diferenciar principalmente tres clases de estructuras. Estas son el
citoesqueleto compuesto de microfilamentos de actina (6 a 10 nm de diametro) (Korn et al., 1987), el de
filamentos intermedios (7 a 11 nm de didmetro) (Steinert & Liem, 1990) y el de microtubulos (25 nm de
diametro) (Bayley, 1990). Una caracteristica comun de los filamentos del citoesqueleto es que son polimeros
unidimensionales, es decir, estructuras en las que una de sus dimensiones es significativamente mayor que
las otras dos. Asi, el largo de los polimeros puede llegar a varios micrometros mientras que el didmetro de
los mondmeros estd en el orden de los nandmetros. Adquiere una relevancia especial en las células
animales, que carecen de pared celular rigida, pues mantiene la estructura y la forma de la célula.

Figura 1. Entramado celular. Fibroblastos mostrando el
citoesqueleto celular. Microscopia de fluorescencia de dos
fibroblastos mostrando su nucleo en verde y el citoesqueleto.
El citoesqueleto estd constituido por los microtibulos en
amarillo y los filamentos de actina en azul-violeta. El
citoesqueleto en su conjunto establece la estructura celular, le
permite moverse y asiste en el movimiento de organelas y
vesiculas dentro de la célula. Los fibroblastos son células que
forman el tejido conectivo y son responsables de la secrecidn
de proteinas como el colageno. Magnificacidon x 980 cuando se
imprime en 10 cm de ancho. (Tomado de Wittmann, 2017).
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LAS CELULAS SE MUEVEN

La polimerizacién controlada de actina y tubulina es responsable de la movilidad de las células
eucariotas y de la forma de éstas. El movimiento celular es el resultado de la accién coordinada de
formacidn de extensiones, adherencias y retracciones de la membrana, en donde la red de actina y las
interacciones entre estas y los motores moleculares juegan un papel fundamental. Los microtubulos
controlan la distribucién espacial de estas actividades, creando una polarizacion de la célula que determina
la direccién del movimiento.

El mondmero de actina (actina-G) es una proteina globular en forma de pera, compuesta por una
sola cadena polipeptidica de 42 kDa que se mantiene como mondmero en condiciones no fisioldgicas de
baja fuerza iénica. En presencia de Mg** o de fuerza idnica equivalente a la fisioldgica, la actina se polimeriza
a través de asociaciones no covalentes para formar filamentos helicoidales dobles con sentido dextrégiro
(actina-F), constituidos por miles de mondédmeros (Korn et al., 1987).

Este proceso es favorecido por la presencia de ATP, y mientras que el nucleétido y el mondmero no
sean factores limitantes de la reaccidon de polimerizacion, el filamento contintda su polimerizacién desde
ambos extremos. Ambos extremos presentan propiedadesdiferentes que, basados en el patréon de flecha
creado cuando las cabezas de miosina se unen a actina (Pollard y Cooper, 1986), se conocen como extremos
agudo y romo, siendo este ultimo el que adiciona preferentemente mondmeros durante el proceso de
polimerizacidon (Pollard y Mooseker, 1981).

Se han estudiado intensivamente las funciones biolégicas de la actina polimérica. El ejemplo mas
investigado son los filamentos finos del musculo, que junto con los filamentos gruesos de miosina, proveen
las bases mecano-quimicas de la contraccién muscular. No obstante, también es importante en las
actividades motiles de células no musculares: locomocidn celular, citocinesis, fagocitosis, retraccién del
coagulo en plaquetas, y agrupacién de receptores de la superficie celular inducida por ligandos, son algunos
ejemplos de células no musculares que se piensa que son fundamentalmente similares a la contraccién
muscular (Korn et al., 1987).

En células no musculares, las polimerizaciones y despolimerizaciones extensas del citoesqueleto son
posiblemente procesos continuos y regulados, con filamentos de actina desapareciendo y reapareciendo en
diferentes tiempos y lugares a medida que se necesitan para funciones especificas (Korn et al.,1987).

POLIMERIZACION-DESPOLIMERIZACION DE LA ACTINA

La actina-G se une de manera no covalente a una molécula de ATP y a un ion metalico divalente, que
puede ser Ca*" o Mg®*; aunque se supone que en la célula el catalizador es el Mg?" (Carlier, 1991). El ATP es
hidrolizado a ADP unido a actina-F y fosfato inorgdnico (Pi) durante la polimerizacién, en un proceso que
involucra la formacién transitoria de actina F-ADP.Pi. El ATP no se resintetiza cuando la actina-F se
despolimeriza, pero el ADP unido a los mondmeros de actina-G que se disocian en el extremo del filamento
se intercambia por ATP en solucidn y se regenera la actina-G-ATP. Por lo tanto, la despolimerizacién no es
simplemente el proceso contrario a la polimerizacion (Dos Remedios et al., 2003). La polimerizacion resulta
en una continua hidrélisis de ATP, y en este sentido, la actina es una ATPasa (Korn et al., 1987).

El mecanismo de polimerizacién de la actina puede ser dividido convenientemente en cuatro pasos
(Pollard, 1986):
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1. Activacidn: unidn de sales y cambios conformacionales en los mondmeros.

2. Nucleacion: la formacidn de oligdmeros que tienen mayor probabilidad de crecer en filamentos
gque descomponerse a mondémeros.

3. Elongacidn: el crecimiento bidireccional de los polimeros.

4. Unidn extremo con extremo de dos filamentos.
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Figura 2. Esquema del proceso de polimerizacion de la actina. La etapa de
nucleacidn consiste en la formacién de un agregado de actina con mayor tendencia a
elongar que a disociarse, en este esquema estd representado como un trimero.
Durante la etapa de elongacién se unen rdpidamente los mondémeros de actina al
filamento en formacién. En el estado estacionario no hay crecimiento neto del
filamento. Los filamentos presentan tres regiones: el extremo (+) rico en actina-ATP,
el centro de actina-ADP-Pi y el extremo (-) con actina-ADP. (Imagen modificada de
Kustermans et al., 2008).

Todos estos pasos son reversibles. Debido a que la nucleacién, o sea la asociacion de mondémeros -
probablemente trimeros (Cooperet al., 1983) o tetrameros (Tobacman & Korn, 1983)- en un nucleo
pequefio y termodindmicamente inestable es lenta y limitante, la polimerizacion espontanea de los
mondmeros se caracteriza por una fase de latencia al principio seguida por una fase rdpida, en la que el
nucleo crece hasta convertirse en largos filamentos, con poca acumulacién de oligdmeros de tamafios
intermedios (Korn et al.,, 1987). La elongacidon ocurre en ambos extremos del filamento, pero mas
rapidamente en los extremos romos, que en los agudos. (Pollard & Mooseker, 1981). La elongacién termina
cuando la concentracion de mondmeros decrece hasta la concentracidn critica, que es la concentracion de
mondmeros a la que la velocidad de disociacion de mondémeros de los extremos del filamento iguala a la
tasa de adicion de mondmeros (Korn et al., 1987).En condiciones fisioldgicas la concentracion critica para el
extremo agudo es 12 a 15 vecesmayor que para el extremo romo (Wegner & Isenberg, 1983). Esta
diferenciapuede resultar
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en el crecimiento unidireccional del filamento de actina debido al continuo flujo de subunidades de actina
desde el extremo agudo hacia el romo, lo cual se llama “treadmilling”, que describe el proceso de sacar
unidades en un extremo y agregarlas en el otro (Dos Remedios et al., 2003).

COMO SE MUEVEN LAS CELULAS

Para que una célula polarizada pueda moverse eficientemente, su frente tiene que coordinar las
actividades de extension, retraccion y adherencia. El movimiento delantero comienza con la formacién de
una saliente, que requiere la polimerizacién de la actina en lamellipodia y filopodios, la estructura principal
de una migracion de la célula. Al final de la saliente, el frente de la célula se retrae un poco y luego se
adhiere a la matriz extracelular. Esas acciones ocurren en la laminilla, la estructura que se encuentra detras
es la lamellipodia. La laminilla recluta a la proteina contractil miosina y desarma la F-actina o actina
polimérica -en forma de cinta de correr- para formar complejos de adhesién focal naciente de una manera
dindmica. Después de una adhesion exitosa, otro ciclo de saliente comienza con la polimerizacion de la
actina de los complejos de adhesion célula-matriz recién creada. Tales ciclos de saliente - leve retraccion y
adherencia - se repiten para que la porcion delantera de la célula se adelante, de manera que se moveria
como una oruga. (Tsaiet al., 2015).

1) Extensién de una prolongacién hacia la direccién del movimiento

Polimeros de actina

2) Adhesidn de la prolongacion a la superficie
corteza bajo tension

A

>
»

Actina nueva

Adhesion nueva

movimiento de actina no polimerizada

Liberacion de la zona posterior

3) Movimiento del cuerpo celular
direccion de movimiento del cuerpo celular

Figura 3. Esquema del movimiento celular. Se muestran las tres etapas del
movimiento celular: luego de recibir el estimulo que determina la direccion del
movimiento, la célula extiende una protuberancia en la direccidon del movimiento por
la polimerizaciéon de actina hacia el frente. Luego, adhiere esta prolongacion a la
superficie y luego adhiere la parte posterior del cuerpo celular. Finalmente, desplaza
todo el cuerpo celular hacia adelante mediante las fuerzas contractiles generadas por
el cuerpo celular. Adaptado deAnanthakrishnan&Ehrlicher, 2007.
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LA FUNCION DEL CITOESQUELETO DE ACTINA EN LA REGULACION DEL
TRANSPORTE DE CALCIO A TRAVES DE LA MEMBRANA

La regulacion del citoesqueleto cortical de actina sobre el transporte a través de la membrana
plasmatica involucra por lo menos a dos mecanismos diferentes, que son: (i) la regulaciéon sobre los
pardmetros cinéticos del transportador vy (ii) la modificacidn en el nimero de moléculas del transportador
por unidad de area de membrana (Khurana, 2000). Nos referiremos sélo a las bases moleculares que
modifican al transportador.

Los cambios en la dindmica del citoesqueleto de actina modifican la fluidez de la membrana
plasmatica y el movimiento lateral de los lipidos lo que altera la organizacidon estructural de los
componentes presentes en ella. Estos cambios pueden regular la funcién de las proteinas de membrana por
cambios en las asociaciones entre ellas y con los lipidos que las circundan (Kusumiet al., 2005). Se ha
observado que la alteracion en la fluidez de la membrana asociada a la modificacidon en el citoesqueleto
cortical de actina aumenta la actividad de la Na*,K'-ATPasa en la membrana basolateral en los tubulos
proximales del rifién (Molitoriset al., 1992).

A su vez, la dinamica del citoesqueleto de actina puede modificarse por los lipidos de la membrana,
ya sea por interaccidn directa con estos (Gicquaud, 1993) o a través de la regulacién de la interaccién con
ABPs por medio de mensajeros lipidicos (Janmey&Stossel, 1987). Experimentos realizados in vitro mostraron
que la actina se une directamente a lipidos con carga neta a través de interacciones electrostaticas, dicha
unién induce cambios conformacionales en la molécula de actina-G lo que resulta en cambios en su
capacidad de polimerizar (Bouchard et al., 1998). Por otro lado, en un contexto celular se observé que el
PIP2 provoca la disociacion del complejo actina-profilina, lo que promueve la polimerizacion. La generacién
de IP3 por la ruptura de PIP2, genera la liberacién de Ca** de los depdsitos intracelulares, por estimulacion
de los receptores (IP3R) del reticulo endoplasmico. El aumento de la concentracién de Ca?* citoplasmatico
activa a las proteinas que cortan a los largos filamentos de actina y a las que nuclean monémeros, llevando
de esta manera a la formacién de oligdmeros de actina. En conjunto todos estos factores demuestran la
compleja interrelacidon que existe entre la membrana y el citoesqueleto cortical.

Por otro lado, los cambios en la dindmica del citoesqueleto de actina ante estimulos mecanicos u
osmoticos le permiten a la célula deformarse y cambiar su morfologia y volumen celular. Se ha observado
que el citoesqueleto estd involucrado en la regulacidon de la actividad de ciertos transportadores de
membrana que son afectados por dichos estimulos. Como ejemplo, nos referiremos al cotransportador de
Na'-K*-2CI presente en elepitelio intestinal. Este se activa cuando las células se ponen en contacto tanto con
un medio hiper como hipoosmolar. Matthews et al. (1998) demostraron el papel del citoesqueleto
utilizando drogas que alteran la polimerizacion de la actina. Cuando las células se incubaron en un medio
hipertdnico, la activacion del transportador se inhibid por el agregado de citocalasina-D (agente
despolimerizante), mientras que la adicidn de faloidina (agente polimerizante y estabilizante de filamentos)
no mostré efecto sobre la activacion. De manera inversa, la activacién del transportador inducida por un
medio hipotdnico fue revertida por el agregado de faloidina mientras que la citocalasina-D no mostré
efecto. Estos resultados muestran que la regulacién de la actividad del transportador en los procesos de
cambio de volumen celular estaria estrechamente relacionada con el grado de polimerizacién de los
filamentos de actina.
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Finalmente, se le atribuye al citoesqueleto de actina un papel directo sobre la regulacidn de ciertos
transportadores. Se ha observado que la actividad del canal epitelial de Na‘, ENaC, estd regulada por
interaccion directa con la actina como pudo observarse a través de experimentos in vitro donde el agregado
de actina polimerizada del lado citoplasmatico del canal aumentd el nimero de canales abiertos (Cantielloet
al., 1991), mientras que el agregado de actina-G disminuyd la conductancia del canal (Berdievet al., 2001).
También se demostrd que la actividad de la Na*, K'-ATPasa estd regulada por la unién directa a actina
(Cantiello, 1995), en este caso la actividad de la bomba aumenta por la presencia de cortos oligdmeros.
Kurashimaet al., (1999) mostraron que el estado de polimerizacion de la actina afecta la actividad del
intercambiador Na’/H" (NHE3), observando que su actividad disminuye tanto cuando se induce la
polimerizacién como cuando se promueve la disociacion de los filamentos, y sugirieron que dicha regulacién
podria estar dada por la asociacién directa con proteinas del citoesqueleto de actina. Se observé que la H'-
ATPasa se une directamente a los microfilamentos, como mostraron Chen et al., (2004) a través de
experimentos de co-inmunoprecipitacién e inmunocitoquimica en osteoclastos. La funcién fisioldgica de
dicha interaccidn se relacionaria con la regulacién de pH, pero el papel concreto de esta unién aun no se ha
establecido.

Hay evidencias que demuestran que la PMCA estd asociada al citoesqueleto de actina y que esta
interaccion esta involucrada en su localizacién y distribucion dentro de la membrana plasmatica (Zabe&
Dean, 2001; Kip et al., 2006). Dean &Whiteheart (2004) demostraron a través de experimentos de
microscopia de inmunofluorescencia que el citoesqueleto de actina participa en la translocacién de la PMCA
a los filopodios de las plaquetas, que ocurre cuando estas se activan.

También se ha visto que la PMCA forma parte de un complejo con proteinas del citoesqueleto en el
gue estan presentes la CLP36, la a-actinina y la actina (Bozulicet al., 2007). Estos estudios, llevados a cabo
en plaquetas, muestran que cuando las células se encuentran en reposo, la PMCA se localiza en regiones
asociadas a porciones del citoesqueleto donde la actina se encuentra bajo la forma no-filamentosa.

Por otro lado, Kip et al. (2006) mostraron que, durante la maduracién de las neuronas del
hipocampo, la PMCA se concentra en las dendritas y co-localiza con las regiones ricas de actina de las
espinas dendriticas.

Nuestro grupo de trabajo es el primero en mostrar evidencias del papel funcional de la interaccion
entre el citoesqueleto de actina y la PMCA y en demostrar la unién directa entre ambas proteinas
(Vanagaset al., 2007, 2013; Dalghiet al., 2013, 2017a, 2017b).

REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE PMCA POR ACTINA

Vanagas et al., (2007) observaron que al disminuir la concentracién de proteina total de membrana -
obtenidas a partir de eritrocitos humanos- la actividad Ca**-ATPasa de la PMCA presente en estas muestras
aumentaba. Este fue un resultado inesperado ya que la actividad de una enzima no cambia en funcidn de la
concentraciéon de proteina. Este hallazgo nos llevd a pensar que habria algin componente en la membrana
qgue al diluir podia activar o interrumpir la inhibicion de la bomba. Dicho componente podia tratarse del
citoesqueleto de actina cortical el cual permanece asociado a la membrana plasmatica durante la
preparacion de la muestra (Purich&Southwick, 1999; Karr et al, 1980). Diferentes estrategias
experimentales permitieron validar esta hipdtesis (Vanagas et al., 2013). Se descartaron experimentalmente
diferentes explicaciones plausibles tales como la accesibilidad diferencial a los sustratos a la bomba o una
activacidn diferencial de la bomba por CaM a diferentes concentraciones de proteina de membrana.
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Estas observaciones nos motivaron a explorar mas a fondo la aparente regulacién diferencial que la
actina podria ejercer sobre la actividad de la PMCA en funcidn de su estado de polimerizacion (Dalghi et al.,
2013; Vanagas et al., 2013). Para probar que la actina tenia un comportamiento dual, se estudio el efecto de
afiadir G-actina a PMCA4b purificada a partir de glébulos rojos humanos y se monitorizé en tiempo real la
actividad de PMCA y la polimerizacién de actina (Figura 4). Este fue un experimento clave que nos permitio
determinar que la activacion maxima de la bomba ocurria durante los primeros minutos después de iniciada
la reaccidon (~ 7 veces el valor de control), que correspondia a los pasos iniciales en la polimerizacion de
actina (es decir, G-actina y oligdmeros cortos). A medida que progresé la polimerizacién de actina, la
magnitud de la activacién de la PMCA disminuyd. En etapas posteriores, la actividad de la PMCA se inhibio,
alcanzando ~ 50% del valor de control. Asi es como atribuimos el efecto inhibitorio a la F-actina y para
probar esto incubamos PMCA4b con actina prepolimerizada obteniendo el mismo grado de inhibicidn.

La estimulacidon de la PMCA es una caracteristica clave porque esta enzima generalmente muestra
una baja actividad basal. Luego, estuvimos especialmente interesados en caracterizar lo que ocurre en las
primeras etapas de polimerizacion (es decir, el efecto de G-actina y oligdmeros cortos). El medio requerido
para la medicion de la actividad Ca®*-ATPasa de la PMCA promueve la polimerizacién de la actina, por lo
tanto, fue necesario emplear métodos sensibles y cortos periodos de tiempo. Cuando la PMCA4b purificada
se incubd con concentraciones crecientes de G-actina (hasta 5 uM) durante un corto periodo de tiempo, es
decir, 1 minuto, y su actividad se midié por la liberacion de [*2P]Pi desde [*’P]ATP (Dalghi y col., 2013) ,
encontramos que la activacion de la PMCA mostré una dependencia sigmoidea con la concentracién de G-
actina (coeficiente de Hill ~ 3-4), esto significa que fue necesario mds de una molécula de actina para activar
a la PMCA. La polimerizacion de actina se evalud en condiciones experimentales idénticas y se observé que
la actina estaba en las etapas iniciales de la polimerizacién (Dalghi et al., 2013). También observamos que la
activacion de la bomba se correspondia con las concentraciones de actina donde se detectd la
polimerizacién. Todas estas observaciones, junto con el hecho de que el PMCA mostré solo un sitio de unién
para G-actina (Dalghiet al., 2013), nos llevé a proponer que los oligdmeros de actina, y no la actina G, son
responsables del efecto de activacion en la bomba.

En estudios posteriores, buscamos determinar si el estado de polimerizacidon del citoesqueleto
cortical podria influir en la actividad de la PMCA en una célula intacta de acuerdo a lo que predicen nuestras
observaciones in vitro (Dalghiet al., 2017a). Para ello, se sobreexpresé en forma transitoria a la PMCA2 en
células HEK293, lo que contribuyd significativamente a atenuar el aumento de Ca** citosélico derivado de la
deplecion de ER y del medio extracelular (Pasztyet al., 2015; Dalghiet al., 2017a). Encontramos que la
despolimerizacion de actina, dada por tratamiento con citocalasina D, aumentd significativamente la
extrusion de Ca** mediada por PMCA2 y fue independiente de la fuente de Ca** que dio origen al transitorio
de Ca®". Por el contrario, cuando la F-actina se estabilizé utilizando jasplakinolida, la actividad de la PMCA
fue completamente abolida (Dalghiet al., 2017a).

En ambos casos, descartamos un posible efecto directo de los farmacos sobre la actividad de la
PMCA, asi como un impacto de la expresién de la PMCA en la membrana plasmatica. El hecho de que en una
célula viva la polimerizacion/despolimerizacién de la actina cortical regule la actividad de PMCA es
interesante por numerosas razones. Una de ellas es que los niveles de Ca® intracelular regulan la
polimerizacién de la actina (Janmey, 1994), y su aumento conduce a la despolimerizacién de la F-actina en la
corteza celular (Waleset al., 2016; Takeshitaet al., 2017).
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Similar a lo que ocurre con la activaciéon de la PMCA por el sistema calcio-calmodulina, la actina
podria actuar como un sensor de la concentracion de calcio citosdlico que da como resultado la formacién
de especies de actina, es decir, oligdmeros cortos, que conducen a la activacion de PMCA que a su vez da
como resultado la restauracién de las concentraciones bajas normales de Ca*. Otra caracteristica
interesante de la interaccion PMCA-actina, es que la actividad de la PMCA podria alterar potencialmente el
estado de polimerizacién del citoesqueleto cortical mediante la regulacién de las concentraciones de Ca**
intracelular. Esta interaccién reciproca no es completamente nueva ya que se ha observado entre el
citoesqueleto y canales, receptores y transportadores de membrana (Smaniet al., 2014; Joseph et al., 2014).
En el caso de la PMCA, la hipdtesis de una interdependencia reciproca requiere estudios adicionales y es,

ciertamente, un tema apasionante de futuras investigaciones en el campo.
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Figura 4. Actividad de la Ca**-ATPasa (circulos llenos) y polimerizacion de actina
(circulos vacios) en funcién del tiempo. La reaccidn se inicié con el agregado de 2 mM
de ATP. La reaccién de polimerizacién de actina fue determinada monitoreando la
fluorescencia de la actina—pireno, un derivado fluorescente que incrementa su
rendimiento cuantico en funcidn del grado de polimerizacidn de la actina. El agregado
de ATP promueve simultdneamente la polimerizacion de actina y la actividad de
ATPasa de la PMCA. Esto muestra la correlacion entre ambos fenédmenos con un
efecto activador de la PMCA a tiempos cortos, seguido de una inhibicién a tiempos
mas largos. Extraido de Dalghi et al., 2017b.
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MODELO Y CONCLUSIONES

Nuestro grupo de trabajo ha descubierto un nuevo mecanismo regulador de la actividad de la
PMCA que involucra al citoesqueleto de actina. Hemos observado que que la actina ejerce una doble
regulacion de la bomba: los oligédmeros cortos de actina aumentan la actividad de la PMCA mientras que
la F-actina la inhibe. La interaccidn directa entre la PMCA y actina promueve un cambio conformacional en
la bomba que da como resultado la modulacién de su actividad especifica que es, al menos en parte,
debido a cambios en su afinidad por Ca2+ y en los niveles de los intermedios fosforilados en estado
estacionario. En células vivas, la extrusion de Ca2+ mediada por la actividad de PMCA se ve
profundamente afectada por el estado de polimerizacion del citoesqueleto cortical, lo que confirma aun
mas el papel relevante de este mecanismo regulador en la biologia celular.

DESPOLIMERIZACION DE ACTINA

Oligbmeros
cortos
de Actina

C a2+

Conformacion activa del PMCA Conformacion inactiva del PMCA

o L YeYeYe
27 2% % %%

F-Actina

POLIMERIZACION DE ACTINA

® Ca¥ « G-Actina «225°""" Actina polimerizada

Figure 5. Regulacion de la actividad de la PMCA por la actina del citoesqueleto. La
actividad de PMCA se incrementa a medida que la actina se despolimeriza (se forma
actina G) mientras que el efecto inverso se obtiene cuando la actina se polimeriza
(se forma actina F). En este modelo proponemos que un incremento en la
concentracién de Ca** citosdlico, que induce la despolimerizacion de actina, resulta
en la activacidn de PMCA la cual a su vez permite restaurar la baja concentracién de
Ca’* del estado estacionario. Esto a su vez induce la re-polimerizacién de actina
hacia la formacién de largos filamentos que previenen la expulsién adicional de Ca**
mediada por las distintas isoformas de PMCAs presentes en las células. Extraido de
Dalghiet al., 2017b.
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Nuestra hipdtesis es que ante un aumento de Ca2+ citosélico, que se sabe que induce la
despolimerizacién de actina, las bombas de PMCA se activaran por los oligdmeros de actina corta que se
forman en la corteza celular, como se muestra en la Figura 5. Esto puede llevar al PMCA a expulsar
activamente Ca2+ fuera de la célula, que ayuda a restaurar los niveles bajos de Ca2+ citosdlico. Al disminuir
los niveles de Ca2+, la actina puede volver a polimerizarse en filamentos largos y la PMCA puede regresar a
su estado original. La interaccidon entre el Ca2+, la PMCA y la actina puede ser un mecanismo de
retroalimentacion versatil que la naturaleza desarrollé para atenuar la toxicidad de la acumulacidn excesiva
de Ca2+ en la célula. Las perspectivas de nuestro trabajo estan dirigidas a abordar esta hipotesis y estudiar
el posible efecto que la actividad de PMCA pueda tener en el estado de polimerizacion de la actina mediante
la regulaciéon de los niveles locales de Ca2+. Un modelo interesante para estos estudios puede ser la
migracion celular, que es un proceso celular esencial involucrado en una variedad de eventos bioldgicos
tales como desarrollo embrionario, curacidn de heridas, angiogénesis, inflamacién y, en condiciones
patoldgicas tales como la metdstasis en cancer (Bernstein, 2015). Durante la motilidad celular, el Ca2+ esta
involucrado en una serie de rearreglos citoesqueléticos que permiten a la célula generar fuerza y producir
movimiento y donde se sabe que la PMCA desempeiia un papel clave.

GLOSARIO

Actina-F: actina polimerizada o filamentosa.

Actina-G: Mondémero de actina.

Calmodulina: proteina acidica intracelular ubicua que regula la transduccidn de la sefial de calcio.

Citocalasina-D: metabolito de origen fungico capaz de unirse a filamentos de actina por lo que impide su
polimerizacidn y elongacion.

Faloidina: micotoxina del grupo de las falotoxinas producida por el hongo Amanitaphalloides que impide la
despolimerizaciéon de filamentos de actina.

Filopodios: proyecciones citoplasmaticas delgadas similares a los lamelipodios que se extienden desde el
extremo directriz de células en migracion.

HEK293: linea celular proveniente de células de rifidn de embrién humano.

IP3: Inositol trifosfato, un segundo mensajero de la transduccién de sefial celular.

Jasplakinolida: agente estabilizante de la actina filamentosa.

Lamellipodia o lamelipodios: proyeccién de actina del citoesqueleto en el borde maévil de la célula.

Laminilla: Es la primera capa que se deposita luego de la citocinesis.

PIP2: fosfatidilinositol bifosfato producto obtenido por la escisién del IP3.

Treadmilling: banda sin fin, que ilustra la polimerizacidon de la actina en un extremo a expensas de la

despolimerizacion en el extremo opuesto.
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