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ProrIEDADES DE LA ACTINA

La actina bajo forma monomérica (G-
aclina) es una proteina globular de peso
molecular 42 500, y didmetro de 50 A. Tie-
ne la propiedad de polimerizarse y dar lu-
gar a filamentos dobles de estructura heli-
coida] (F-actina). Estos filamentos en el
miisculo contienen de 300 a 400 monémeros
de actina y su polimerizacién se favorece
por la presencia de sales y cationes diva-
lentes como Ca** y Mg**. La G-actina
contiene una molécula de ATP que durante
la polimerizacién se hidroliza en ADP.

AcTiNA MUSCULAR

Las dos proteinas contréctiles del muscu-
lo son la actina y la miosina. La actina al
unirse con la tropomiosina y la troponina
forma un conjunto de filamentos finos que
se enlazan a la linea Z por uno de sus ex-
tremos. Estos filamentos finos al interactuar
con los filamentos gruesos de miosina pro-
ducen la energia necesaria para la contrac-
cién muscular.

ACTINA EN OTRAS CELULAS

En las células no musculares la actina es
el componente proteinico principa] y con
frecuencia constituve del 10 al 15% de las
proteinas totales. alcanza hasta el 20 v 30%
en células de gran actividad motora. La
miosina en cambio s6l» se halla en poca
cantidad. La actina participa en muchas
funciones celulares tales como: motilidad.
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divisi6n. fagocitosis, sinéresis, variaciones
morfolégicas, secrecién hormonal, distribu-
cién y movilidad de antigenos y anticuer-
pos (en Ia superficie de la membrana linfo-
citaria), actividad del cono de crecimiento
axonal, pinocitosis, migracién premitética
del nucleo, invaginacién de la géstmla v
otras.

DOS MODELOS ESTRUCTURALES

En algunos procesos celulares esta mo-
tilidad difiere del modelo muscular porque
en el misculo la actina se mantiene siempre
po]imerizada en filamentos. Asi, en el pro-
ceso acrosomal por ejemplo, la motilidad
puede producirse por la polimerizacién ra-
pida de la actina sin intervencién de la mio-
sina o por cambios morfolégicos de la ac-
tina (1). Ademas, en los procesos celulares
tales como la divisién o la fagocitosis, la po-
limerizacién de los filamentos de actina es
reversible.

Dos TIPOS DE INVESTIGACION

Estas observaciones hacen suponer que
para comprender el mecanismo de los mo-
vimientos celulares basados en la polime-
rizacién de la actina es indispensable por
un lado comprender el mecanismo fisico-
quimico de la polimerizacién proteinica, v
por otro debemos encontrar los factores bio-
légicos que inducen a esta polimerizacién.
Es por tales razones que hemos realizado
nuestros estudios sobre la actina en dos vias:
la que nos condujo a la cristalizacion de
la actina y la que nos permitié6 descubrir
los factores inductores de la divisién celular.

[45]
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CRISTALIZACION DE LA ACTINA

El mecanismo de polimerizacién de la ac-
tina podra ser totalmente comprendido has-
ta que se conozca la estructura tridimensio-
nal de esta proteina y esta estructura se
podra establecer totalmente a partir de la
difraccion de rayos X habida cuenta que
la secuencia de los aminoécidos de esta
protefna es conocida (2).

Hasta el presente la actina se ha descri-
to como una proteina incristalizable y esto
se debe a su tendencia a polimerizar espon-
taneamente. En efecto, la actina polimeri-
zada origina fibras o paracristales, ast lla-
mados porque no llegan a ser cristales ver-
daderos. Un gran niimero de proteinas cris-
talizan a partir del sulfato de amonio, pero
como que la adicién de esta sal aumenta
la fuerza i6nica del medio y transforma la
actina a su forma fibrosa, hemos resuelto
el problema utilizando el polietilenglicol.

TECNICA DE CRISTALIZACION

Realizamos experiencias de cristalizacién
sobre una actina extraida de musculo de
conejo, utilizando ioduro de potasio y pu-
rificando por dos ciclos sucesivos de poli-
merizacién y despolimerizacién. Anterior-
mente habiamos encontrado que la actina
obtenida por este método es mas estable
que la extraida por el método habitual a
partir del polvo aceténico de musculo (3).
Los cristales de actina se obtuvieron a par-
tir de medios de cristalizacién que conte-
nian la G-actina diluida entre 4 y 7 mg/ml
en su tampén de despolimerizacién (2 mM
Tris, 0.2 mM CaCl;, 02 mM ATP, 3 mM
NalN;, pH 7.5) y a concentraciones de po-
limetilenglicol 6000 variando de 4 a 14%.

Dos T1PoS DE CRISTAL SEGUN LA TEMPERATURA

La morfologia de los cristales de actina
depende de la temperatura del medio de cris-
talizacién: a 3°C los cristales son de for-
ma octaédrica de las siguientes dimensio-
nes promedio: 0.050 X 0.050 mm (4) (fi-
gura 1).

A 20-22°C los cristales tienen forma de
agujas prisméticas de 0.300 X 0.050 mm
(5) (figura 2). Esta ¢ltima forma cristalina
casi tiene las dimensiones que se requieren

para lograr un anélisis por difraccién de
rayos X, lo que nos permite esperar con
fundamento que este anélisis pronto seré un

hecho.

INDUCCION DE LA DIVISISN CELULAR

En el masculo la actina esta siempre po-
limerizada y asociada con la tropomiosina
y la troponina formando filamentos finos.
En cambio en las células no musculares la
actina se encuentra bajo diferentes morfo-
logias segin sea la etapa del ciclo celular.

En una célula en reposo (interfase) la
actina se halla polimerizada bajo forma de
filamentos agmpados en un conjunto orgé-
nico llamado “cable”. Estos cables contie-
nen dos proteinas que también se encuen-
tran en el masculo; la tropomiosina y la a-
actinina. Cuando la célula entra en la pri-
mera fase de la mitosis (profase) los cables
desaparecen y la actina se redistribuye de
forma difusa a manera de filamentos aisla-
dos (monémeros) que no contienen la tro-
pomiosina. En la metafase los cromosomas
estén localizados en la regién ecuatorial y
la membrana nuclear desaparece. Durante
la anafase los cromosomas emigran a polos
opuestos de la célula y este movimiento se
debe esencialmente a la polimerizacién-des-
polimerizacién de microttibulos, tal vez en
relacién con microfilamentos de actina. Al
terminar la anafase aparece un anillo con-
tractil compuesto por filamentos de actina
distribuidos paralelamente. Este anillo con-
tractil, que es la organela de la divisién ce-
lular, produce un surco de segmentacién
que continda durante la etapa siguiente o
teleofase (6).

La teleofase es la tltima etapa de la mi-
tosis, es decir, la verdadera divisién celular
o citoquinesis.

Estos filamentos de actina que forman el
anillo contractil difieren de los filamentos
de la actina muscular por su vida muy cor-
ta (10min) y por su facil destruccién por
la droga citocalasina B. Hasta hoy no se
habfan encontrado los factores biolégicos
que convierten la actina difusa (de la cé-
lula en profase) a esta disposicién en fila-
mentos paralelos que forman el anillo con-
tractil y que induce a la divisién celular.
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Creemos que el inductor de la polimeri-
zacién de la actina del anillo contractil de-
be ser un factor cuya concentracién aumen-
te en los tejidos en crecimiento y de una
manera especial en la divisién celular. Las
poliaminas espermidina y espermina llenan
este requisito. En efecto, numerosas investi-
gaciones han demostrado que durante el
crecimiento aumenta el contenido en poli-
aminas del tejido y asimismo se ha demos-
trado la estimulacién del crecimiento de las
células en cultivo por la presencia de poli-
aminas (7). oo

En las células neoplasicas, también se ha
demostrado una correlacién positiva entre
concentracién de espermidina y velocidad de
crecimiento (8). Durante el ciclo celular la
biosintesis de poliaminas alcanza dos maéxi-
mos de actividad, uno de los cuales coin-
cide con el inicio de la divisién celular (9).

Para comprobar si las poliaminas podian
ser los agentes inductores de la polimeri-
zacién de la actina en el anillo contractil.
estudiamos primero su accién sobre la ac-
tina in vitro. Hemos demostrado que con-
centraciones fisiolégicas de diaminas y po-
liaminas (< 0.5 mM) inducen la formacién
de filamentos de actina y que la espermi-
dina y la espermina son las poliaminas bio-
légicas mas eficaces (10). Hemos demostra-
do igualmente que estos filamentos de acti-
na tienen las mismas propiedades fisico-
quimicas que los filamentos inducidos por
sales o cationes divalentes. Entre estas pro-
piedades caracteristicas de la F-actina, te-
nemos la activacién enérgica de la Mg-
ATPasa de la miosina, el aumento impor-
tante de viscosidad especifica y el despla-
zamiento del espectro protefnico en ultra-
violeta cercano. Estudios en microscopio
electrénico han demostrado que a partir de
la G-actina, la espermina induce la forma-
cién de filamentos dispuvestos paralelamente
mientras que la espermidina forma filamen-
tos homogéneos aislados. La espermidina
puede también agrupar estos filamentos
cuando se le afiade a una solucién que los
contiene.

Habida cuenta que la citocalasina puede
destruir los filamentos de actina formando
un anillo contractil y por ello detener Ia
divisién celular, hemos podido demostrar
que esta droga destruye la organizaci6én de

los filamentos de actina inducidos por la
espermidina.

El conjunto de estos resultados sobre la
inducccién de los filamentos de actina por
las aminas biolégicas y su destruccién por
la citocalasina sugiere que las poliaminas
pueclen ser los factores inductores del ani-
[lo contractil.

MECANISMO DE ACCION

Por esto hemos propuesto el mecanismo
siguiente para explicar la induccién de la
divisién celular (11). Al final de la ana-
fase la actina celular esta bajo forma de
monémeros y de microfilamentos aislados.
La disposicién en paralelo de los filamen-
tos del anillo contractil scria inducida por
la accién de la espermina, por la accién de
la espermidina o por ambos al actuar sobre
los microfilamentos. El factor inductivo de
la formacién de este anillo es la concentra-
cién creciente en poliaminas que proviene
de la activacién de la biosintesis de estos
compuestos en el preciso momento de ini-
ciarse la divisién celular.

Esta teoria que hemos propucsto para la
induccién de la citoquinesis ha sido recien-
temente apoyada por los estudios de otros
investigadores. En Tas células de mamiferos
en cultivo, se ha demostrado que la inhi-
bicién de la biosintesis de las poliaminas
induce la inhibicién de la citoquinesis. El
agotamento en poliaminas va junto con la
desorganizacién de los filamentos de acti-
na (12). En Amoeba proteus sc puede in-
ducir la citoquinesis con microinyecciones
de espermina en el citoplasma. (W. Stocken
v U. Gawlitta. comunicacién personal).

Puesto que parece establecido que las
poliaminas son factores inductivos de la di-
visién celular, podria ser fructuoso estudiar
el metabolismo de estos compuestos para
comprender mejor la regulacién de la pro-
liferacién celular (13).

Las células pueden ser clasificadas como
células en reposo vy células proliferantes. Es-
tas tltimas forman los tejidos embrionarios,
tumorales o en regeneracion. En las células
de mamiferos en reposo la arginina sc trans-
forma en ornitina la cual se utiliza en tres
vias metabélicas.

1) Biosintesis de poliaminas.
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2) Formacién de citrulina.
3) Produccién de glutamato (cuadro 1).

En la biosintesis de las poliaminas la or-
nitina se descarboxila y transforma en pu-
trescina, que es la diamina precursora de
otras dos poliaminas: la espermidina y la
espermina. Las poliaminas se eliminan ra-
pidamente formando aldehidos por oxida-
cién (7).

Entre los compuestos que integran la via
metabélica de las poliaminas hemos demos-
trado que tnicamente éstas pueden inducir
la polimerizacién de la actina y por lo tan-
to la divisién celular. Los precursores de
estos compuestos (arginina y ornitina) y los
productos de eliminacién no son inducto-
res de la polimerizacién de la actina. Por
lo tanto, la divisién de las células normales
estaria regulada por la concentracién de po-
liaminas.

Contrariamente, en las células en ptoli~
feracién, la ornitina se utiliza preferencial-
mente para la biosintesis de las poliaminas
puesto que la actividad de la ornitin-descar-
boxilasa (descarboxilasa que descarboxila
la ornitina en putrescina). estA muy aumen-
tada. Es asi que las células en proliferacién
contienen mayor cantidad de poliaminas que
las células normales (7).

Este aumento puede ser de 50 a 100 ve-
ces en caso de neoplasia. Ademas, en las
células tumorales el nivel de oxidacién de
las poliaminas es inferior al de las células
normales. Estas variaciones del metabolis-
mo de las poliaminas que influyen sobre la
sintesis creciente y eliminacién decreciente,
mantienen una concentracién elevada de
estos compuestos en las células en prolife-
racién. Ahora bien, estos compuestos, las
poliaminas, son precisamente los inductores
de la divisién celular.

CUADRO 1. RELACION ENTRE METABOLISMO DE LAS POLIAMINAS Y
POLIMERIZACION DE LA ACTINA

-Precursores de Poliaminas

= No-Inductores de la polimerizacién

Arginina

l_ m

e

Poliaminas

=Inductores

Productos de Oxidacién

= No-Inductores de 1a Polimerizacién
{

» Amina heterociclica

1
/ \ ; (0]
v
Glutamato Citrulina Espermidina #» Amino aldehido
Espermina * Dialdehido
(1) Omitindecarboxilasa (2) S. adenosil-L-metionindecarboxilasa

«——————> Metabolismo de poliaminas en las células normales de mamifero

-===~===) Via metabtlica preferencial de células en proliferacion.
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CoNcLUSIONES

La actina es conocida desde hace muchos
afios como componente normal del musculo.
En la actualldacl muchos mveshgadores han
centraJo su interés sobre esta proteina de-
mostrando su part1c1paq16n en gran name-
ro de funciones celulares aunque no se tie-
ne la explicacién del mecanismo en cada
proceso. Hasta el presente se habia supues-
to que los acontecimientos eran consecuen-
cia de una interaccién actina-proteina tal
cual se habia demostrado para el mus_culo
Esta interaccién existe en las células no
musculares y alli cumple tal vez un papel
morfolégxco. pero, para acontecimientos fun-
cionales de corta duracién como la divisién
celular (durante la cual hay desorganiza-
cién de los fxlamentos de actina) hemos
aupuesto otro hpo de interaccién més dmé-
mica cuya ruptura exige menos energia a
la célula.

Nuestro criterio £s que la interaccién ac-
tina-poliamina induce Ia divisién celular y
esta es la primera vez que se ha demostra-
do este tipo de interaccién para un meca-
nismo celular. Creemos que las investiga-
ciones sobre esta interaccién actina-poliami-
na no estan cerradas y que dicha interaccién
podria ser un inductor polivalente para la
mayor parte de procesos celulares relaciona-
dos con la motilidad.

En efecto, un estudio reciente demuestra
que las invecciones de poliaminas en el ci-
toplasma de Amoeba proteus inducen tres
fenémenos, a saber:

a) inversién de flujo citoplasmico.

b) retraccién de hialoplasma.

c) pinocitosis (W. Stocken y U. Gaw-

litta, comunicacién personal)

Se ha demostrado que estos tres fenémenos
dependen de la polimerizacién de la actina.
El orden de eficacia de las poliaminas pa-
ra inducir estos tres fenémenos es idéntico al
que hemos demostrado para la polimeriza-
cién de la actina inducida por las polia-
minas.

Ademaés del interés biolégico que repre-
senta esta interaccién actina-poliamina hay
otro interés de orden quimico-fisico. Con es-
tas poliaminas hemos inducido la formacién
de paracristales de actina. (C. Oriol-Audit,
trabajos no publicados).

El estudio de estos paracristales podria

darnos informacién ttil sobre el mecanismo
de polimerizacién de la actina y sobre las
interacciones de los filamentos.

ResuMeN

La autora logré obtener la actina cristali-
zada. A su vez estudié la actina polimeri-
zada por poliaminas y propone un nuevo
mecanismo para la induccién de la divisién
celular.

Summary

The author has succeded to crystalize the
actine. She has also studied the induction
of actine polymerization by poliamines and
propose a new mechanism for the induc-
tion of cell division.

REesumE

L’auteur a reussi a cristallizer I'actine.
Elle a etudie I'induction de la polymeriza-
tion de l'actine des po|yamines et propone
un mouveaux mechanisme pour I'induction
de la division celulaire.
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