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INTRODUCCION

Gran cantidad de funciones celulares dependen de la
interaccion de proteinas con la superficie interna de la
membrana plasmatica o de otras membranas intracelulares.
Entre otras funciones destacan el trafico celular, las rutas de
sefalizacidon y el mantenimiento de la propia estructura
celular. (Lemmon, 2008; Moravcevic, Oxley, & Lemmon,
2012). Entre un 30-40% de las proteinas celulares existentes
interaccionan con algun tipo de membrana, manifestando
asi la importancia de las funciones que desempefian (Arora
& Tamm, 2001).

PROTEINAS PERIFERICAS DE MEMBRANA

Se definen por tanto las proteinas periféricas de
membrana como aquellas proteinas que interaccionan
temporalmente con las membranas a través de mecanismos
basados en un equilibrio dindmico de las superficies de
interaccion o modificaciones post-traduccionales como
palmitoilaciones, GPl o miristilaciones (Basso, Mendes, &
Costa-Filho, 2016). Las proteinas periféricas de membrana
interaccionan mediante uniones electrostaticas o puentes
de hidrégeno con algunos lipidos o proteinas integrales de
membrana. Un ejemplo de este tipo de proteinas seria el
citocromo ¢ que interacciona con la superficie de la
membrana interna de la mitocondria y que a pH fisiologico
es catidnico pudiendo asociarse con fosfatidilserina o
fosfatidilglicerol (Van Doren et al, 2017).

La regulacion de la actividad de estas proteinas
permite controlar determinadas funciones celulares y evitar
el desarrollo de patologias. Igualmente, las proteinas
periféricas de membrana, asi como sus dominios poseen la
capacidad de difundir libremente desde el citosol a las

diferentes membranas, ya sea plasmdatica u otras
membranas intracelulares donde realizan su actividad.
Dentro de las funciones que ejercen destacamos la

modificacion de lipidos, la activacion de GTPasas o
simplemente colocaliza con sus dianas en las rutas de
sefalizacion celular (Driscoll & Vuidepot, 1999; Lemmon,
2008). Ademas, intervienen en otras actividades como la

homeostasis de Ca** o la respuesta inflamatoria (Garcia,
Lopes, Costa-Filho, Wallace, & Araujo, 2013). También
participan en la regulacion de las subunidades de los canales
idnicos y receptores transmembrana (Stott, Povstyan, Carr,
Barrese, & Greenwood, 2015), asi como en la regulacion de
los factores antimicrobianos (Vicente et al., 2013) o de las
quinasas entre otras (Hurley, 2006; Vauquelin & Packeu,
2009).

IMECANISMO DE DOBLE DIANA

El mecanismo de interaccion de la mayoria de los
dominios periféricos de membrana se lleva a cabo con un
solo componente de la membrana lo que se traduce en
interacciones de baja especificidad y afinidad. Para
aumentar la fuerza de este tipo de interacciones los
dominios periféricos se asocian con varios componentes de
la membrana, pudiendo ser de diferente naturaleza (lipido u
otra proteina) o de la misma (Moravcevic et al., 2012). Asi
definimos el mecanismo de doble diana de los dominios
periféricos de membrana como la capacidad de
interaccionar con dos proteinas, dos lipidos de membrana o
una proteina y un lipido que poseen estos dominios a
utilizando dos regiones distintas en su superficie (Lemmon,
2008).

Las membranas celulares son estructuras dinamicas cuya
composicion posee mas de 1000 tipos diferentes de lipidos
en los que se incluye a los fosfoinositidos que se encargan
de generar las sefales espaciales y temporales que permiten
a las proteinas periféricas ejercer su funcién. Ademas, la
especificidad de la membrana viene determinada por la
carga, curvatura y composicion, favoreciendo asi un
aumento en el nimero de posibilidades a la hora de generar
combinaciones para crear mecanismos de control celular.
Estos mecanismos se clasifican en tres tipos: la primera
modalidad consiste en interacciones electrostaticas no
especificas de superficies basicas de las proteinas, a veces
mediadas por cationes como el Ca?* que producen cambios
en la carga electrostatica de la superficie proteica para
favorecer el acceso a sus lipidos diana cargados
negativamente. La segunda modalidad tiene lugar mediante

Revista Eubacteria. N2 38. 2018. ISSN 1697-0071



Revista Eubacteria | Numero 38

Protein phosphorylation

-
Classical PKCs
Novel PKCs

1
S o e | mreera—

PRK

Vesicular transport

B s mees

Synaptotagmins 1-16
™ ¢ .
B Cove )| I |
E-Synaptotagmins 1-3

3 sTMy
H 1
{ ], (m}
MCTP 1, 2
™

L - I

26

3-5

3

Ferlins

Lipid modification

o I —ra—

cPLA,
[er ] [x] [v ] EERZEEE 6% [pcec]
PLC-B

L) [0 D ()

PLC-&

— A o D
-£

& O ] .

PLC-C

PI3KC2-a, B

PI3KC2-y

GTPase regulation

|
viodd, B
ABR

\ReD+zri- |
Rabphilin 3A L_Rnocer | [ PH_|
R

Reo+zi

BC

o | [Tl
RASL2

Copine 1-9
[ macer |
Perforin

Figura 1|Estructuras de las proteinas incluidas en la familia PFAM / PKC-C2. Las proteinas se han clasificado en cuatro grupos segun sus funciones:
fosforilacion de proteinas, transporte vesicular, modificacién de lipidos y regulacion de GTPasa. Los paréntesis de la figura indican el nimero de dominios C2
que posee la proteina mostrada. Abreviaciones: PS, pseudosustrato; PKC, proteina quinasa C; HR1, region 1 de homologia de quinasa relacionada con PKC;
TM, regidén transmembrana; SMP, proteina de unién a lipidos mitocondrial similar a sinaptotagmina; MCTP, multiples proteinas del dominio C2 y de la
region transmembrana; DOC2, doble proteina que contiene el dominio similar a C2; Slp, proteina de tipo sinaptotagmina; RIM, molécula que interactua con
Rab3; cPLA2, fosfolipasa A2 citosdlica; PLC, fosfolipasa C; EF, motivo de EF-mano; DUF, dominio de funcién desconocida; SH2, homologia de homologia 2;
SH3, homologia de Src, 3; PH, dominio de homologia a pleckstrina; FMAM, factor de intercambio de nucledtidos guanina; RA, dominio de asociacion ras;
RBD, dominio de unién a ras; PX, P40 / 47 dominio de homologia phox; GAP, proteina activadora de GTPasa; BTK, tirosina quinasa de Bruton (Corbalan-
Garcia, 2014).

Revista Eubacteria. N2 38. 2018. ISSN 1697-0071



Revista Eubacteria | Numero 38

la insercion en la bicapa lipidica de una zona hidrofdbica de
la proteina. Por ultimo, la tercera modalidad consiste en el
reconocimiento especifico de la cabeza polar del fosfolipido
(Falke & Ziemba, 2014; Kufareva et al., 2014; Stahelin, Scott,
& Frick, 2014).

Los DOMINIOS C2

Un ejemplo de dominios periféricos de membrana son
los dominios C2. Presentan mecanismo de doble diana y son
descritos junto con los dominios C1 de la familia de la
proteina quinasa C (PKC) como las primeras proteinas
periféricas de membrana. Su mecanismo es capaz de
responder a diacilglicerol (DAG) y Ca?* para inducir la
localizacion de la PKC a la membrana plasmatica para
ejercer su funcion (Oancea & Meyer, 1998).

Los dominios C2 son mddulos independientes de 130
residuos que se encuentran en un gran nimero de proteinas
eucariotas. Estructuralmente estos dominios se definen
como miembros de la superfamilia de los dominios C2 que
unen Ca?* y lipidos (CalB). La clasificacién en SCOP estd
basada en dos topologias diferenciadas en la orientacion de
las 8 laminas beta en cada uno de los dominios (Senena
Corbalan-Garcia & Goémez-Fernandez, 2014; Nalefski &
Falke, 1996).

Esta superfamilia de dominios C2 esta formada por 127
dominios segun la base de datos CATH y a nivel funcional se
obtiene 80 grupos diferentes. Los dominios C2 se
encuentran en una gran variedad de proteinas involucradas
en diversas funciones bioldgicas como fosforilacion,
modificacion de lipidos, transporte de vesiculas, regulacion
de pequefias GTPasas y la ubiquitinacién (Figura 1).

La estructura tridimensional del dominio C2 de la PKCa
fue utilizada para el alineamiento de secuencias basado en
estructuras (VAST-MMDB). Los resultados mostraron un alto
grado de solapamiento con los dominios C2 de otras
proteinas como son sinaptotagmina 1, 4, 7 y 13, Rabfilina-
3A, PI3K, Piccolo y RIM1 y 2 (S Corbalan-Garcia & Gomez-
Fernandez, 2014).

LA EVOLUCION DE LOS DOMINIOS C2

Un trabajo (Farah & Sossin, 2012) ha estudiado la
evolucion de las proteinas periféricas de membrana vy
concretamente los dominios C2 que existen en la familia de
las PKC junto a otras dos familias de proteinas donde los
dominios C2 se encuentran muy conservados como es el
caso de los dominios C2 de Rabfilina-3A y los dominios C2 de
las Ras GTPasas.

El anadlisis filogenético determind que la familia de las
PKC se divide en subfamilias rapidamente a partir de un
ancestro comun. Parece ser que la capacidad de unir Ca?*
sea una mutacion que da lugar a otra rama de la que
provienen los dominios C2 de Rabfilina-3A, la subfamilia de
PKC clasicas y las Ras GTPasas. Siendo la capacidad de unir
Ca?* una caracteristica comun que no estaba presente en el
ancestro mas antiguo que sea la diferencia que separa estos
grandes grupos (Farah & Sossin, 2012). Sin embargo, los
analisis filogenéticos de Zhang y Aravind realizados con las
estructuras apuntan que dentro de las funciones ancestrales
se encontraba la unidn a Ca%". Se considera la pérdida de la
capacidad de unién como un suceso mas moderno en la
evolucion de los dominios (Zhang & Aravind, 2010).

El alto grado de solapamiento de las estructuras de los
dominios C2 de la familia PKC con los de Rabfilina-3A y los
resultados del andlisis filogenético que sugieren una
estrecha evolucion de ambas nos sugiri6 ampliar los
conocimientos adquiridos en los estudios previos en la
familia de PKC a través de los dominios C2 a los dominios de
Rabfilina-3A.

LOS DOMINIOS C2 EN LAS PKCs

Nishizuka y sus colaboradores identifican hace 40 afios
esta familia de proteinas PKC, como proteinas dependientes
de fosfolipidos y que se activan por Ca?* (Inoue, Kishimoto,
Takai, & Nishizuka, 1977; Nakamura & Yamamura, 2010).
Blumberg y sus colaboradores determinaron que estas
proteinas actuaban como receptores celulares para los
esteres de forbol. Poseen mas de 60.000 citaciones PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) y 10.000
citaciones en particular que asocian el cancer con esta
familia de proteinas, convirtiéndose asi en una de las
familias de quinasas mas estudiada (Castagna et al., 1982;
Cooke, Magimaidas, Casado-Medrano, & Kazanietz, 2017;
Driedger & Blumberg, 1980; Sharkey, Leach, & Blumberg,
1984).

La familia PKC representa el 2% del quinoma humano y
consta de 10 isoenzimas que son codificadas por 9 genes en
mamiferos. Son enzimas con actividad fosfotransferasa que
fosforilan especificamente residuos Ser/Thr en las proteinas
diana y son cruciales en la sefializacidn celular (Fig.2). Se
encuentran implicadas en una enorme variedad de
funciones fisioldgicas como la proliferacion celular,
regulacion del metabolismo, apoptosis, activacion de
plaquetas, reorganizacion del citoesqueleto de actina,
regulacion de los canales idnicos, diferenciacion neural y
ademas se encuentran implicadas en una gran variedad de
patologias como son el cancer o enfermedades del corazén
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y pulmén (Cooke et al., 2017; Corbalan-Garcia & Gomez-
Fernandez, 2006; Urtreger, Kazanietz, & Bal De Kier Joffé,
2012).

LOS DOMINIOS C2 DE RABFILINA-3A

Los dominios C2 pueden encontrarse involucrados en
el trafico y fusion de membranas. Este tipo de procesos
resultan esenciales para un amplio grupo de funciones
celulares como es por ejemplo la comunicacidon neuronal
(Jahn & Fasshauer, 2012). Las neuronas son capaces de
relacionarse mediante la liberacidn de neurotransmisores a
través de la sinapsis y para ello requieren la implicacién de
un gran numero de proteinas que regulen este mecanismo
(Xie et al., 2017).

Existen mas proteinas que participan en este proceso y
que a su vez comparten dominios C2 en sus estructuras,
siendo este contexto celular otro ejemplo del mecanismo de
doble diana. Los dominios regulan mediante la unién a Ca®*,
a fosfolipidos y la interaccion con otras proteinas el
complicado mecanismo que supone la liberacidon de
vesiculas sindpticas (Stidhof, 2012).

La familia de proteinas efectoras de Rab27 posee una
clara presencia de dominios C2 en sus estructuras en la
mayoria de los casos (lzumi, 2007). Una de las proteinas
implicadas en la liberacion de vesiculas, que posee dominios
C2 en su estructura y que presenta un alto grado de
solapamiento con la estructura 3D del C2 de PKCa es
Rabfilina-3A. Esta vinculada a la regulacién dependiente de
Ca? en la exocitosis de vesiculas secretoras de neuronas y
células endocrinas, aunque su funcion exacta es a dia de hoy
tema de debate (Fukuda, Kanno, & Yamamoto, 2004; Xie et
al., 2017).

EL PAPEL DE LOS DOMINIOS C2 EN DETERMINADAS
ENFERMEDADES

En los estudios realizados en esta tesis doctoral se ha
abordado el papel de los dominios C2 en dos dareas
diferentes como son el cdncer de mama y la caracterizacion
del proceso de fusion de membranas. Debido a los trabajos
previos de nuestro grupo de Biomembranas de la
Universidad de Murcia se ha centrado el estudio del papel
de los dominios C2-PKC en el desarrollo de nuevas terapias
para el cancer de mama.
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Figura 2| Esquema del proceso de activacién de las PKC. El dominio C2 une Ca2+ citosdlico en el estado inactivo de las PKC. Ahora el C2 se une a la
membrana a través de la PS tirando de los dominios C1 separandolos del dominio catalitico. El dominio C1A une DAG tirando ahora del dominio pseudo-
sustrato dejando libre el sitio activo y como consecuencia activando las PKC (Newton & Brognard, 2017).
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Ha sido ampliamente documentado el papel de la PKCa
en el crecimiento de tumores y su implicacion en la
progresion de los mismos a pesar de poseer un papel dual
general en el céncer, siendo promotor y a veces supresor
tumoral (Griner & Kazanietz, 2007; Kang, 2014; Newton &
Brognard, 2017). Particularmente en el cadncer de mama se
ha establecido que la sobreexpresion de PKCa confiere un
fenotipo mas agresivo y resistencia a la quimioterapia en
aquellas lineas celulares ER positivas y ademads presentan
elevados niveles de PKCa.

Uno de los avances mas importantes en medicina ha
sido el estudio del perfil de expresion génico de células y
tejidos. Esto ha permitido analizar los cambios que ocurren
en patologias como el cdncer de mama estudiado en esta
tesis doctoral. Tras comprobar el papel clave de PKCa en
esta patologia, se decidio utilizar este tipo de estudios en
una linea celular modelo de cancer de mama como es MCF-
7. Se validaron los resultados obtenidos de los analisis de
transcriptomica (microarray) mediante qPCR. Gracias a estos
estudios se disefid una terapia combinada basada en los
cambios observados en el perfil génico tras la inhibicion de
PKCa. Terapia que fue validada mediante ensayos de
proliferacion celular, capacidad de migracion celular vy
apoptosis o muerte celular programada. Ademas, se realizo
un estudio de los cambios registrados en el perfil de
fosforilacidn en esta linea celular al inhibir la expresion de
PKCa, dejando clara su posicidn estratégica en este tipo de
patologias.

La otra area de interés abordada en los estudios de
esta tesis doctoral trata de averiguar el papel de Rabfilina-
3A en la fusion de membranas. La fusion de membranas es
un proceso que tiene lugar en la mayoria de las células
eucariotas y resulta indispensable para la liberacion de los
neurotransmisores en los terminales sindpticos mediante la
exocitosis de las vesiculas sindpticas. Este proceso esta
catalizado por el complejo SNARE (acronimo inglés Soluble
NSF Attachment Receptor). Estd compuesto por las
proteinas sintaxina 1 y SNAP25 y sinaptobrevina (Deak, Shin,
Kavalali, & Stidhof, 2006).

Gran cantidad de las proteinas que forman parte de la
liberaciéon de los neurotransmisores comparten en su
estructura los dominios C2. Estos dominios periféricos de
membrana y su mecanismo de doble diana consiguen
regular de forma muy precisa la liberacidn vesicular.
Particularmente mediante la unién a Ca%, fosfolipidos y a
otras proteinas generan diferentes modos de regulacidon
para el control de este proceso.

En la literatura se ha descrito que Rabfilina-3A
interacciona con rabaptatina-5 (proteina efectora de Rab5)

que interviene en la regulaciéon de la endocitosis. Esta
interaccidn se inhibe en presencia de Rab3a, pudiendo asi
Rabfilina-3A tener otro papel en la regulacion del proceso
endocitico y posteriormente participar en la exocitosis
mediante su interaccién con Rab3. Aun no existe consenso
sobre el mecanismo en el que Rabfilina-3A interviene en la
regulacion de la exocitosis (Coppola et al., 2001; lzumi,
2007; Ohya, Sasaki, Kato, & Takai, 1998). Estudios actuales
han mostrado que Rabfilina-3A interacciona con el receptor
del dominio NMDA (N-metil-D-aspartato) a través de su
dominio N-terminal, implicandola asi en las neuronas
postsinapticas (Stanic et al., 2015).

La pérdida de Rabfilina-3A se asocia a enfermedades
como el Alzheimer debido a la disfuncién del complejo
SNARE en las neuronas que resultan afectadas con un
incremento de la proteina B-amiloide y a otras patologias
como la enfermedad de Huntington, donde se ha descrito
una disminucién en los niveles de Rabfilina-3A y SNAP25 en
el cortex de estos pacientes con la posterior influencia en la
regulacion de la liberacion de neurotransmisores (Smith et
al., 2007; Tan et al., 2014).

Nuestro grupo de investigacidn en colaboracién con el
IBMB-CSIC ha determinado las estructuras cristalinas de los
complejos formados por el dominio C2B de Rabfilina-3A con
SNAP25 vy el dominio C2B de Rabfilina-3A con
fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato (PIP2) (Ferrer-Orta et al.,
2017). En esta tesis doctoral se ha trabajado en desvelar el
mecanismo molecular que media la interaccidon de Rabfilina-
3A con SNAP25. Se realizd una caracterizacion biofisica,
biogquimica y estudios en linea celular.

CONCLUSIONES

Los dominios C2 son un ejemplo de dominios
periféricos de membrana que poseen mecanismo de doble
diana interaccionando con Ca?*, fosfolipidos de membrana y
con otras proteinas.

Los estudios realizados con dos ejemplos de proteinas
que poseen el dominio regulador C2 en su estructura, la
isoforma clasica PKCa y la proteina Rabfilina-3A, contribuye
a ampliar el conocimiento acerca del mecanismo molecular
que tiene lugar en dos contextos celulares diferentes, asi
como constatar que la isoforma clasica PKCa posee un papel
clave en el disefio de nuevas terapias para el cancer de
mama.
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