CITOESQUELETO:
FILAMENTOS INTERME-
DIOS (Primera Parte).

Pedro Franco*

Todas las células humanas estan
compuestas por proteinas fibro-

sas ¥ no fibrosas gque constitu-
ven una armazoén dindmica la-

mada citoesqueleto ( | ) termine
acufiado por Needhan amitad de
sigle

El citoesqueleto esta compuesto
peor microfilamentos, filamentos
intermedios, microtibutos, mi-
crotrabecutas, y proteinas no fi-
lamentosas asociadas a ¢ada uno
de estos componentes (2, 3).

Los primeros trabajos sobre la
estructura y las posibles funcio-
nes de los filamentos interme-
dios(F1) aparecen a finales de la
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década de los sesenta (4), aunque
se encuentran referencias bi-
bliograficas previas (5) que
pueden ser consideradas como
las pioneras del estudio de los Fl

DEFINICION

Los FI se denominan asi por pre-
sentar en las preparaciones de

microscopia electrénica diame-

tros entre 7 vy 15 nancmetros,
intermedios entre los didmetros
de los microfilamentos (5 nm) v
los didmetros de los microtibulos
(20 nm)

La expresién de estas proteinas
filamentosas estd controlada por
genes indiviudales { &) deriva-
das de un gen ancestral por du-
plicaciones repetidas que han
llevade a cambios en la estruc-
tura de los FI lo cual a su vez
afecta directamente importan-
tes funciones de los organismos.
Por ejemplo las citoqueratinas,
componentes normales de los

tegumentos se exXpresan median-
te cambiosevelutivos como piel y
pelos en especies superiores, o
COmo cuernos y plumas en espe-
<ies inferiores . la evolucion de
los FI sigue un patron de dife-
renciacién cuidadosamente
regulada por factores genéticos
v medicambientales (7).

Los FI se encuentran expresados
filogenéticamente en forma
constante desde los peces hasta el
mamifero humano (8,4,9,10),
pere también se han identi-
ficado en invertebrados tales
como los anélidos, los nematel-
mintos ¥ algunos moluscos en
los cuales se han encontrados Fl
en <élulas epiteliales (11),
mesenquimales (12) y neurales
(13) .

Los estudios sobre el desarrollo
ontogénico de los FI se han rea-
lizado en embriones de ratén y de
pello principalmente siendo
muy pocos los estudios realizados
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en embriones humanos. Sin em-

bargo, en los embriones de ratén

los primeros FI localizados co-
rresponden a citoqueratinas de

bajo pesos molecular de las cé-
lutas externas de las morulas
tardias y los blastocitos tempra-
nos. Estos FI se asocian a la apa-
ricién de desmeosomas rudimen-
tarios™( &) La aparicién de otros
Fl se hace en etapas mas tardias
del desarrollo (8)
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agua v detergentes débiles,
ensambladas dentro de las cé-
lulas con pesos moleculares va-
riables hasta de 200 kD  Estas
proteinas estan constituidas por
secuencias de mas o menos 310
aminodcidos de disposicién alfa
helicoidal, que forman una re-
gién central en forma de barra
con un didmetro de un nin y una
longitud de 45 nm aproxima-
damente ( figura 1)
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FIGURA 1

Esquema de las estructura basica de los Filamentos [ntermedics. Aproxi4
madamente 310 aminodcidos, organizados en dos cadenas de disposicién
alfa helicoidal, forman la regidn estable, en forma de barra, dividida en
los segmentos 1 ¥ 2. A su veg, cada segmento se divide en subsegimentos
(1A v 1B, 2A v 2B), unidos por secuencias cortas de aminecdcidos, deno-
minadas L1, L2 ¥ L12. De los extremos de la regién central se desprendet]
dos regiones no helicoidales de composicién variable denominadas cabeza
amino (N) terminal ¥ cola carboxi (C) terminal, especificas para cada claf
se quimica de Filamentos intermedios.

A pesar de la aparente espe-
cificidad de la expresion de los FI
en las diferentes lineas celu-
lares de acuerdo a la morfologia
v la funcién (5), reclentemente
Owarite (10) mediante estudios
en células epiteliales pigmen-
tarias de retinas de diferentes
especies, encontré variaciones
en la composicidn del citoes-
queleto de estas células indican-
do que por lo menos en ciertos
tejidos, un programa especifico
de expresién de Fl no se rela-
ciona con las funciones de las
células estudiadas, las cuales son
practicamente identicas en to-
das las especies .

CARACTERISTICAS
ESTRUCTURALES.

Los F1 estan compuestos por
proteinas fibrosas insolubles en

De, esta porcion central se des-
prenden en los extremos, cade-
nas variables de aminodcidos
denominadas cabeza aminoter-
minal, y <ola carboXiterminal
A diferencia de estas regiones
terminales la region central es

altamente estable y se mantiene
con pocas variaciones en las
cincoclases quimicas de FI (cua-
dro 1 ).

La region en forma de barra esta
dividida en dos segmentos deno-
minados 1 v 2 (7), cada uno con
unalongitud de 2 1 nm que eXpli-
ca la periocidad de los Fl obser-
vados en microscopia electré-
nica (14), v en cuatro subseg-
mentos denominades 1A, 1B, ZA
Y 2B, Los segmentos 1y 2 estin
interrumpides en varios sitios
por secuencias cortas de amino-
acidos no helicoidales denomi-

nadas L12 (16aminodcidos) que
conecta los segmentos 1y 2, L1;(
8 A 14 aminodcidos) que conecta
los subsegmentos 1A y 1B, L2 (8
aminodcidos) que conecta los
subsegmentos 2A Y 2B, La pre-
sencia de estas secuencias cortas
determina la existencia de sub-
clases quimicas en una clases
quimica dada. Los residuos de
aminodcidos 8§ a 20 del segmento
1A v los Ultimos 30 aminodcidos
del segmento 2B corresponden a
las regiones mas conservadasen
todos los FI. (4,5,7). Estos Gltimos
residuos contienen el epitope
para un anlicuerpo que reac-
ciona con todas las clases quimi-
cas de FI (4).

Las regiones terminales son

hipervariables en su composi-

cién y estan constituidas por
subregiones especificas para

cada clase quimica de FI, basadas
en secuencias homologas de
aminodcidos (H) secuencias va-

riables (V), ¥ secuencias termi-

nales basicas (N o C) {5) (figura

2) Ademds, las regiones termi-
nales dan la especificidad a las
clases quimicas de FI, y deter-
minan en parte las variaciones

en el tamafio y didmetro de los Fl,
explicando esto el por que se
pueden hallar Flentre 7y 15 nm
en la preparaciones de ultra-

estructura.

En los extremos carboxiter-
minales de las proteinas no epi-
teliales hay una clara distincién
entre los miembros neuronales
v los no neuronales. Los neuro-
filamentos tienen una orga-
nizacion mucho mas compleja
con extremos carboxiterminales
muy largos ricos en dcido gluta-
mico a diferencia de la compo-
sicién de la desmina, la vimen-
tina y 1a proteina glial fibrilar.

En los eXtremos carboxiter-
minales de las proteinas epite-
liales (citoqueratinas) hay e-
normes concentraciones de cis-
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FILAMENTOS CLASE LOCALIZACION PESO
INTERMEDICS QUIMICA PRINCIPAL MOLECULAR
Cito Q. A I Cel. Epiteliales 40-70 Kd
CiteQ. B -N I Cel.Epiteliales 40-70 Kd
Vimentina Cel. Mesenquimales 57 Kd
Desmina i1 Cel. Musculares 53 Kd
PGFA Cel. Gliales 54 Rd
68 Kd (L)
Neuro Fil. v Neuronas 160 Kd (M}
200 Kd (H)
. 70 Kd (A)
Lamina v Caricesqueleto 67 Kd (B)
60 Kd (C)

CUADRO

teina que permiten la formacion
de puentes disulfurc y dar espe-
cial resistencia a estos FI.

Todos los eXtremos aminoter-
minales son abundantes en re-
siduos de prolina y arginina,
aminoacidos estructuralmente
importantes en los procesos de

1 Caracteristicas Generales de los Filamentos Intermedios

ensamblaie de los FL.

Las variaciones en los extremos
terminales explican adetnds la
afinidad de los FI para deter-
minadas coloraciones histoqui-
micas. Por ejemplo, los neurofi-
lamentos poseen exXtremos car-
boxiterminales especificos que
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permiten la tincién con colo-
rante de Bodian,

La polimerizacion de dos unida-
des alfa helicoidales en una uni-
dad tetrameérica determina la
formacién d2 un protofilamento
{4), mientras que la polimeri-
zacion de & unidades tetrameé-
ricas determina la formacién del
FI de aproximadamente 7 nm de
didmetro ei ¢cual puede aumentar
2 15 nm de didmetro gracias a la
presencia de las regiones
variables (figuras 3 v 4). Este
modelo de polimerizacién rem-
Plazé los modelos hipotéticos
previos de protofilamentos di-
méricos v triméricos {15).

FACTORES QUE DETERMINAN
LA POLIMERIZACION DE LOS
FI.

Ademas de los factores filoge-
néticos y ontegéneticos que
intervienen en la polimeri-
zacion de los FI, exXisten factores

QUERATINAS ACIDAS

NEUROFILAMENTOS

V1 V2
7~ QUERATINAS BASICAS
. T V2
21 VIMENTINA-DESMINA 5
e PROTEINA GLIAL FIBRILAR -
H1

LAMININAS NUCLEARES

14:[

FIGURA 2

o variables (V} y terminales basicas

H2 v2

Esquema comparative de la estructura de los diferentes Filamentos [ntermedios Las
regiones variables N y € terminales de 1os FI determinan la existencia de clases
quimicas y estan constituidas por subrregiones basadas en secuencias homologas {H),
(N o C) ( en negrilla ), especificas para cada cla
se quimica. En 1as lamininas nucleares, la regién central, en forma de barra, es mis
larga y estd compuesta por aproximadamente 360 aminoacidos, debido a la mayor
longitud del subsegmento 1B Sin embargo, la molécula presenta hasta un 70% de ho-
mologia con la vimentina.
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PROTOFILAMENTO (Unidad Tetramérica)

Hélice 1 Hélice 2
Hélice | Hélice 2
FIGURA 3

Esquema de la formacién de un protofilamento. La unidén
de cuatro cadenas alfa heliccidales por medio de interac-
ciones ignicas entre segmentos vecines de polipéptidos,
tiene su mdxima expresion cuando los subsegmento By
2B, de moléculas adyacentes, estan cerca

que podemos denominar
intrinsecos y extrisecos o medio-

ambientales que determinan la

polimerizacién de cada tipo es-
pecifico de FL.

Factores Intrinsecos

Las citoqueratinas, l2aslaminas y
los neurcfilamentos presentan
caracteristicas especiales en la
formade polimerizacién; depen-
dientes de las propiedades mole-
culares y bicquimicas de cada
proteina.

Las citoqueratinas son hete-
rodimeros <compuestos por dos
polipéptidos de la clase quimica [
(citoqueratinas dcidas), y dos po-
lipeptides de la clase quimica 11
(citoqueratinas bédsicas y neu--
tras) que forman la unidad fun-
damental tetramérica o proto-
filamento (15,4,16). Aunque no
se conocen las bases moleculares
que determinan la formacion de
homodimeros o heterodimeros,
se cree quUe eXisten péptidos de
registro comparables a los telo-
péptidos del coldgeno, que regu-
tan la dimerizacion = Crewther
(17) cree que esta polimeriza-
cion puede regularse por in-
teracciones ionicas entre seg-
mentos de polipéptidos vecinos,
la cual tendria su maxima ex-
presidn cuando los segmentos 1B
v/o 2B estan cerca, lo qué deter-

minaria su disposicién paralela
o antiparalela (figura 5). Lase-
videncias [avorecen la existen-
cia de los modelos antiparalelos
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expuestos en la figura 5.(5)

De otra parte, en los neurofi-
lamentos ¥ en las laminas exis-te
la posikilidad de ensamblaje de
homopolimeros o heteropolime-
ros facultativos debido a la pre-
sencia de moléculas de diferente
peso molecular; para los neuro-
filamentos existen tres molé-
<ulas (H,L M) con pesos entre 68
¥ 200 kd (5,8,7.168,4,6). Se han
identificado tres variantes de las
moléculas M de los neurofi-
lamentos denominadas abyc,
de acuerdo a la movilidad dentro
de los axones (19),

Se han identificado tres molé-
culas de laminas denominadas A,
B y C con pesos moleculares
entre 60 y 70 kd (30,31,32,33,1).

15 nm

FIGURA 4

Modelo hipotético de la estructura compleja de un
Filaments Intermedio. El ensamblaje de ocho (8)
protofilamentos { unidades tetrameéricas ), propor-
ciona al FI su estructura definitiva,tal como se ob-
serva en las preparaciones a la Microscopia Elec-
trénica. La variacidn de los diametros observados
entre 9 y 15 nm, puede ser explicada, por 10 menocs
parcialmente, por la existencia y reorganizacicn
espacial de las regicnes terminales variables.
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Molécula
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Esquema de la polimerizacién de los Filamentos Intermedios. La pohmenzacmn de los F[ esta Jegulada
entre otros factores, por las interacciones idnicas de las moléculas de protifilamentos ,
canzan su maxima expresién ¢uando los segmentos 1B y 1B, de segmentos adyacentes, se encuentran
cerca y en dispesicién antiparalela

las cuales al-

la selectividad de la formacion
de homo o heteropolimeros asi
como el ensamblaje del FI (24)
también se regula por los niveles

de fosforilacién de cada proteina
comoe ocurre ¢on los neurofila-

mentos (25), las citoqueratinas
epidérmicas (26), y las laminas
nucleares (23). Hay evidenciade
que por lo menos algunas partes
de las regiones variables ricas

en arginina de la cabeza N -
terminal son requeridas para el
ensamblaje in vitre de los FI
(27,28,4).

Para el ensamblaje de los
protofilamentos de vimentina,
desmina, proteina giial fibrilar
se requieren cadenas de la clase
quimica IIl para construir ho-
mopolimeros cuyo ensamblaje
resulta relativamente fécil. De
ahi que las células en cultivo
muestren habilidad para la
polimerizacién de FI cuando se
combinan vimentina y proteina
glial fibrilar o vimentina con
desmina.

Cabe concluir que la secuencia

de aminodcidos de las regiones
en forma de barra son altamente
homdlogas para que estos even-
tos ocurran en los Fl de 1a clase
quimica III.

Factores Extrinsecos

Por lo menos para el ensamblaje
de los FI de vimentina en los
fibrovlastos se requiere de la

cuando a los fibroblastos se les
agrega colchicina una sustancia
que disgrega los microtibulos ¥
altera la disposicién normal de
fitamentos de vimentina los
cuales son desplazados hacia la
corteza celular eliminando las
propiedades de motilidad del
fibroblasto {3).

Un factor de mayor importancia
para la foermacidon de FI como
elemento intracelular y de inte-
gracién con oiros elementos del
citoesqueleto, es la presencia de
la proteinas asociadas alos FI (29)

La agregacién de filamentos
individuales en fasciculos es ga-
rantizada en las celulas epidér-
micas por las filagrinas, protei-
nas asociadas a FI de citoque-
ratinas en el estrato corneo, epi-
nemina asociada a los FI de vi-

-mentina en los fibroblastos, pa-

ranemina y sinemina asociadasa
los FI de desmina en ceélulas
musculares, v las proteinas de
neurofilamentos Hy L conside-
radas tambien como proteinas
asociadas en las neuronas.

Una proteina de 66 kd (proteina
tau ) reacciona inmunolégica-
mente con todas las clases de Fl ¥
tiene la funcién de integrar to-
das las redes de F] entre si (29)

Atgunas estructuras compuestas
parcialmente por FI como los

desmosomas, requieren de la
presencia de proteinas asociadas
como la desmogleina (9) la des-
moplagquina (32, 33 ) v la placo-
globina (34), esta Ultima aso-
¢iada también a zdnulas oclu-
ventes para la integracion con
otras estructuras celulares.

Las proteinas titina (conectina)
y nebulina (7,35) ¢umplen fun-
ciones similares en las sarcome-
ras, ¥ las proteinas asociadas a
microtibulos (MAP) integran
los FI a los microtibulos (35).

La vitamina A aumenta l2
expresion de los genes de las
citoqueratinas de 40 y 54 kd de
peso molecular de los epitelios
secretoires, pero deprime la ex-
presion de los genes de las
cotiqueratinas de S6.5y 67kd de
las células epidérmicas superfi-
ciales; en la celulas epiteliales
vaginales de animales cvariec-
tomizados, la administracién de
estrogenos exogenos induce la
expresion de genes codificado-
res de citoqueratinas, proceso
revertido por la administracién
de vitamina A
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