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  Resumen 

ESTUDIO DE LA PROTEÍNA FGD6 COMO UN NUEVO REGULADOR DE LA 

ORGANIZACIÓN DINÁMICA DEL CITOESQUELETO DE ACTINA NEURONAL 

En el Sistema Nervioso Central (SNC), procesos biológicos esenciales en las neuronas, 

como la morfología y la sinaptogénesis, requieren de la remodelación del citoesqueleto 

de actina. La misma es coordinada por Rho GTPasas (RhoA, Rac1 y Cdc42), que oscilan 

entre un estado activo con GTP y uno inactivo con GDP mediados por GEFs y GAPs con 

localización y actividad específicas. FGD6, sin función conocida en SNC, pertenece a una 

familia de proteínas con una organización estructural que le permitiría actuar como nexo 

entre la membrana plasmática y el citoesqueleto de actina. Recientemente se describió 

una asociación de FGD6 con Cdc42 y Rac1. 

El objetivo general de esta tesis es estudiar la relevancia funcional de FGD6 y su posible 

participación regulando el citoesqueleto neuronal. Nuestra hipótesis es que, en las 

neuronas, FGD6 modularía la actividad de las Rho GTPasas fundamentales en la 

reorganización del citoesqueleto de actina y, por lo tanto, de procesos tales como la 

diferenciación, la polarización y la neuritogénesis.    

Los estudios in silico de la estructura terciaria determinaron que la región N-terminal de 

FGD6 es intrínsecamente desordenada, con mayor probabilidad de interactuar con otros 

dominios/ proteínas ordenadas y conteniendo varios sitios de fosforilación. La expresión 

del ARNm de FGD6 mostró una regulación durante la diferenciación neuronal in vitro. 

La inhibición parcial de FGD6 produjo un aumento significativo en la actividad basal de 

Rac1, sugiriendo que FGD6 estaría modulando negativamente a esta GTPasa y 

consecuentemente, a las proteínas efectoras ubicadas río abajo de la vía. Rac1 activa 

una cascada de fosfo/desfosforilaciones que incluye a PAK, LIMK y Cofilina, que finaliza 

con la polimerización de los monómeros de actina y la regulación del turnover de los 

filamentos de actina. El complejo Arp2/3 es indispensable para generar las 

ramificaciones de actina, siendo las subunidades Arp2 y Arp3 los principales actores del 

complejo nucleador. Con el silenciamiento de FGD6 no se observaron diferencias en los 

niveles de fosforilación de Cofilina ni de LIMK1, ni en los niveles de Arp3 pero sí de Arp2 

(sin cambios en su ARNm). La interferencia de FGD6 produjo además alteraciones 

morfológicas en las células y una disminución drástica en la marcación de actina 

filamentosa (F-actina), sin cambios en el contenido total de actina. Así, la hiperactividad 
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de Rac1, la modificación de la estequiometria del complejo Arp2/3 y de la F-actina, 

podrían impactar en la regulación de la correcta función neuronal.  

Mutaciones en FGD6 se asocian con degeneración macular, autismo y epilepsia. El 

Neuroepitelio generado a partir de células pluripotentes inducidas de pacientes con 

Epilepsia Focal Autolimitada de la Infancia (SFEC) presentó una acumulación anómala de 

la proteína en el citoplasma y la membrana plasmática. Los fibroblastos de los pacientes 

presentaron el citoesqueleto de actina alterado, similar a lo descripto con el 

silenciamiento; recapitulando los hallazgos in vitro y acompañando la hipótesis de que 

FGD6 mutado en SFEC ha perdido/disminuido su función, afectando el citoesqueleto y 

perturbando la actividad neuronal, como se reportó previamente. 

En conclusión, la expresión de FGD6 se encuentra finamente regulada en las neuronas y 

su inhibición afecta vías intracelulares que impactan en el citoesqueleto de actina, 

pudiendo así alterar la función celular. Los resultados presentados en esta Tesis 

permiten comenzar a esclarecer el mecanismo por el cual FGD6 modula vías de 

señalización de Rac1, pudiendo ser de manera directa y/o indirecta, a través de 

factor(es) que interacciona(n) con los distintos componentes de las mismas. Finalmente, 

los resultados obtenidos ayudan a comprender la posible contribución de FGD6 a la 

fisiopatología de enfermedades neurológicas como la SFEC. 
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  Abstract 

STUDY OF FGD6 PROTEIN AS A NOVEL REGULATOR OF NEURONAL ACTIN 

CYTOSKELETON DYNAMIC ORGANIZATION 

In the Central Nervous System (CNS), essential biological processes in neurons, such as 

morphology and synaptogenesis, involve remodeling of the actin cytoskeleton. These 

cytoskeletal rearrangements are coordinated by Rho GTPases (RhoA, Rac1 and Cdc42) 

which act as switches cycling between active (GTP-bound) and inactive (GDP-bound) 

states mediated by GEFs and GAPs with specific location and activity. FGD6 belongs to a 

family of proteins with multidomain organization that may function as signaling scaffold 

between plasma membrane and the actin cytoskeleton. Although FGD6 is expressed in 

neurons, its function is not established and the association with Cdc42 and Rac1 was 

recently described. 

The aim of this thesis is to study the functional relevance of FGD6 and its potential role 

regulating neuronal cytoskeleton. Our hypothesis is that, in neurons, FGD6 would 

modulate the activity of key Rho GTPases for actin cytoskeleton reorganization and, 

therefore, processes such as differentiation, polarization and neuritogenesis. 

In silico studies of FGD6 tertiary structure determined that the N-terminal region is 

intrinsically disordered, most likely to interact with other ordered domains/proteins, 

and containing several phosphorylation sites. We observed a modulation of FGD6 

expression during neuronal differentiation in vitro. FGD6 knockdown results in Rac1 

basal activation, suggesting that FGD6 would negatively modulate this GTPase and, 

consequently, its downstream effector proteins. Rac1 activates a cascade of 

phospho/dephosphorylations that includes PAK, LIMK and Cofilin, which ends with the 

polymerization of actin monomers and the regulation of actin filament turnover. The 

ARP2/3 complex is essential for actin filament branching, being Arp2 and Arp3 subunits 

the main actors of the nucleator complex. In FGD6 knockdown conditions no differences 

were observed neither in Cofilin or LIMK1 phosphorylation nor in Arp3 levels. However, 

a decrease in FGD6 expression resulted in a significant reduction in Arp2 protein levels 

(without affecting its mRNA), along with changes in cell morphology and a decrease in 

F-actin staining, with no modification of total actin pool. Therefore, Rac1 hyperactivity, 

the imbalance of Arp2/3 complex stoichiometry and F-actin disassembly, could impact 

in proper neuronal function. 
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FGD6 mutations are associated with macular degeneration, autism, and epilepsy. In 

Neuroepithelium generated with induced pluripotent cells from Self-limited Focal 

Epilepsy of Childhood (SFEC) patients, we observed an abnormal protein accumulation 

in the cytoplasm and the plasma membrane. Fibroblasts from these patients displayed 

an altered actin cytoskeleton, similar to FGD6 knockdown experiments; recapitulating 

in vitro observations and supporting the hypothesis that FGD6 mutation in SFEC may 

induce loss/decreased protein function, thus affecting cytoskeleton and impairing 

neuronal activity previously reported in these patients.  

In conclusion, FGD6 expression is tightly regulated in neurons and its inhibition affects 

intracellular pathways that impact on actin cytoskeleton, which may in turn hamper 

neuronal functions. The results presented in this Thesis contribute to shed some light 

on the mechanism by which FGD6 modulates Rac1 signaling pathways, directly and/or 

indirectly, through factor(s) that interact(s) with different components along the axis. 

Finally, the results described here contribute to understand FGD6 potential involvement 

in the pathophysiology of neurological diseases such as SFEC. 
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ABREVIATURAS 

ABP: Actin Binding Protein; proteína de unión a actina. 

ADN: ácido desoxirribonucleico. 

ADNasa: desoxirribonucleasa. 

ADNc: ADN complementario. 

ADP: difosfato de adenosina. 

cAMP: adenosín monofosfato-3',5' cíclico. 

AR: ácido retinoico. 

ARHGAP33: Rho GTPase Activating Protein 33; proteína activadora de la actividad GTPasa 33. 

ARHGEF16: Rho Guanine Nucleotide Exchange Factor 16; factor intercambiador de nucleótidos 
de guanina 16. 

ARN: ácido ribonucleico. 

ARNm: ARN mensajero. 

ARP2/3: Actin Related Proteins 2/3; proteínas relacionadas con la actina 2/3 

Arpc 1-5: Actin-Related Protein 2/3 Complex subunit 1-5; subunidad 1-5 del complejo de 
proteínas relacionadas con actina 2/3. 

ATP: trifosfato de adenosina. 

BDNF: Brain-Derived Neurotrophic Factor; factor neurotrófico derivado de cerebro. 

BrEt: bromuro de etidio. 

BSA: Bovine Serum Albumin; seroalbúmina bovina. 

CDC42: Cell Division Control protein 42; proteína 42 del ciclo de división celular. 

CFP: Cyan Fluorescent Protein; proteína cian fluorescente. 

CO2: dióxido de carbono. 

DIV: días in vitro. 

DMSO: dimetilsulfóxido. 

dNTPs: set de 2´deoxinucleósido 5´-trifosfato: dATP, dTTP, dGTP y dCTP. 

DTT: ditiotreitol. 

EDTA: Ethylene Diamine Tetraacetic Acid; ácido etildiaminotetra acético.  

EGTA: Ethylene Glycol Tetraacetic Acid; ácido etilenglicoltetra ácido. 

FGD: Facio Genital Dysplasia; displasia Facio Genital. 

FGD6: FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 6. 

FGF2: Fibroblast Growth Factor 2; factor de crecimiento de fibroblastos básico. 

FRET: Förster Resonance Energy Transfer; transferencia de energía de resonancia. 

GDNF: Glial Cell line-Derived Neurotrophic Factor; factor neurotrófico derivado de la glia. 

hiPS: human induced Pluripotent Stem cell; células humanas pluripotentes inducidas. 

IDP: Intrinsically Disordered Protein; proteína intrínsecamente desordenada. 
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IDR: Intrinsically Disordered Region; región intrínsecamente desordenada. 

IGF-1: Insulin-like Growth Factor I; factor de crecimiento insulínico tipo 1. 

LIMK: LIM kinase; quinasa de dominio LIM. 

MPT: modificaciones post-traduccionales. 

NE: neuroepitelio. 

NPF: Nucleation-Promoting Factor; factor promotor de la nucleación. 

OligodT: secuencia monocatenaria de desoxitimina. 

PAK: P21-Activated Kinase; quinasa activada por p21. 

PB: phosphate buffered; buffer fosfato. 

PBS: phosphate buffered saline; buffer fosfato salino. 

PBS-T: tween 20 - phosphate buffered saline; buffer fosfato salino con Tween 20. 

PBS-Tx: Triton X-100 phosphate buffered saline; buffer fosfato salino con Triton X-100. 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 

PFA: para-formaldehído. 

PIP3: fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato. 

PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride; fluoruro de fenilmetilsulfonilo. 

PVDF: polyvinylidene difluoride; fluoruro de polivinilideno. 

RAC1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1; sustrato 1 de la toxina botulínica C3 
relacionado con Ras. 

RT-qPCR: retrotranscripción seguida de PCR en tiempo real. 

Src: Steroid Receptor Coactivator; Coactivador del receptor de esteroides (tirosina quinasa no 
receptora). 

SDS: sodium dodecyl sulfate; dodecilsulfato sódico. 

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecilsulfato sódico. 

SFB: suero fetal bovino. 

SFEC: Self-limited Focal Epilepsy of Childhood; epilepsias focales autolimitadas a la infancia. 

siRNA: ARN de interferencia pequeños. 

SNC: Sistema Nervioso Central. 

TBS: tris-buffered saline; buffer Tris-Cl salino.  

TEMED: tetrametiletilendiamina.  

WASP: Wiskott–Aldrich Syndrome Protein; proteína del síndrome de Wiskott–Aldrich. 

WAVE: WASP-family Verprolin-homologous protein; isoformas homólogas de verprolina de la 
familia WASP. 

YFP: Yellow Fluorescent Protein; proteína amarilla fluorescente.
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1- CITOESQUELETO DE ACTINA 

1.1  Citoesqueleto neuronal 

El mantenimiento de la arquitectura del Sistema Nervioso Central es fundamental para 

el correcto procesamiento de la información, coordinación de movimientos y equilibrio, 

la memoria y el aprendizaje. Las neuronas son células altamente especializadas y 

polarizadas que poseen dos compartimentos intracelulares funcionalmente diferentes: 

el compartimento axonal y el compartimento somato-dendrítico (Craig y Banker, 1994). 

El axón es una proyección única que funciona como un transmisor de señal, que contacta 

con las células vecinas y transmite el impulso eléctrico y la información neuronal. El 

compartimento somato-dendrítico está compuesto por el cuerpo celular neuronal y 

múltiples dendritas ramificadas que reciben señales. Este reordenamiento polarizado 

forma la base para que la propagación de la señal sea unidireccional, permitiendo a las 

neuronas segregar la recepción, la integración y la propagación de la señal a diferentes 

regiones del Sistema Nervioso. El citoesqueleto es crucial para mantener esta forma y 

polaridad asimétricas, ya que proporciona no solo la estructura neuronal, sino también 

porque separa funcionalmente los dos compartimentos (revisado en Schelski y Bradke, 

2017).  

Durante la diferenciación neuronal ocurre una serie de eventos finamente regulados: la 

formación y el desarrollo de neuritas (neuritogénesis) y la posterior maduración de una 

neurita en un axón (axonogénesis) y de las otras neuritas en dendritas (dendritogénesis), 

y todos estos procesos requieren de una profunda remodelación del citoesqueleto 

(Compagnucci et al, 2016). Los axones pueden llegar a extenderse grandes distancias 

(hasta 1 metro en humanos), lo que plantea la necesidad de una maquinaria bien 

construida que transporte componentes celulares vitales del soma neuronal a lo largo 

de la proyección axonal (revisado en Kapitein y Hoogenraad, 2011).  

Para mantener la integridad de la morfología neuronal se requiere de la organización y 

la acción coordinada de los tres componentes del citoesqueleto: los microtúbulos, los 

filamentos intermedios y los microfilamentos de actina (Figura I1) (Avila et al., 2020) 

(revisado en Kapitein y Hoogenraad, 2015; Hlushchenko et al., 2016; Yuan et al., 2017). 

Las flexibilidades relativas de estos tres polímeros difieren notablemente, como lo 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1044743116302561?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1044743116302561?via%3Dihub#!
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indican sus longitudes promedio: en orden creciente de flexibilidad, microtúbulos 

(5000μm), filamentos de actina (13.5μm) y filamentos intermedios (0.5μm) (revisado en 

Fletcher y Mullins, 2010). Cabe destacar que los componentes del citoesqueleto están 

formados por proteínas que se pueden ensamblar en una amplia combinación de formas 

dando lugar a diferentes estructuras. Estas estructuras son dinámicas, ya que las 

proteínas se pueden desacoplar y volver a ensamblar en otra estructura totalmente 

diferente dependiendo del contexto celular (revisado en Fletcher y Mullins, 2010).  

 

Figura I1. Componentes del citoesqueleto neuronal. a-Esquema de una neurona. Se representa el 
compartimento somato-dendrítico y el compartimento axonal. Al igual que otras células eucariotas, las 
neuronas tienen un citoesqueleto que consta de tres polímeros principales: los microtúbulos (verde), 
los filamentos intermedios (púrpura) y los filamentos de actina (rojo). b- Micrografía de fluorescencia 
mostrando el crecimiento del cono axonal, el cual migra en respuesta a señales químicas durante el 
desarrollo del Sistema Nervioso. Pueden verse a los microtúbulos (verde) proyectados desde el axón y 
las redes de filamentos de actina (rojo) formando estructuras en forma de láminas y protuberancias 
filopodiales en el borde en crecimiento. Barra de escala, 20 μm. c- El axón neuronal es una larga 
extensión limitada por membrana, en la que los neurofilamentos (una clase de filamento intermedio 
en las neuronas) forman una matriz estructural que incorpora microtúbulos, que transportan materiales 
desde el soma hacia las terminales sinápticas. d- El cono axonal contiene redes de actina filamentosa. 
e- Los microtúbulos consisten en 13 protofilamentos de dímeros de tubulina dispuestos en un tubo 
hueco. f- Los neurofilamentos presentan proyecciones flexibles que repelen a los neurofilamentos 
vecinos y determinan el radio del axón. g- Los filamentos de actina están dispuestos en redes. Estas 
redes pueden tener muchas arquitecturas, incluidas las estructuras ramificadas representadas aquí, que 
están formadas por el complejo Arp2/3 (azul). 
Los diagramas en e, f y g se dibujan aproximadamente a escala. Adaptado de Fletcher y Mullins. Nature, 
2010. 
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En particular, en el presente trabajo, nos vamos a enfocar en el citoesqueleto de actina. 

En las neuronas, el citoesqueleto de actina desempeña un papel importantísimo en el 

desarrollo de la morfología de las células y en los cambios estructurales de las neuronas 

adultas. Así, la actina tiene un papel clave en los procesos de formación, crecimiento, 

guía y ramificación del axón; en la morfogénesis de las dendritas y las espinas 

dendríticas; en la formación y estabilidad de sinapsis; y en la retracción de axones y 

dendritas (revisado en Luo et al., 2002). 

1.2 Actina como componente del citoesqueleto neuronal 

La actina es la molécula más abundante de las células eucariotas, presentando tres 

isoformas posibles cada una de ellas codificada por un gen diferente (revisado en 

Dominguez y Holmes, 2011). Solo dos isoformas (β y γ) se encuentran en neuronas, 

siendo la isoforma β la que más se ha estudiado en los procesos neuronales (revisado 

en Cheever y Ervasti, 2013). De las tres proteínas que integran el citoesqueleto celular 

se considera a la actina como el componente más dinámico, capaz de realizar grandes 

cambios estructurales en una escala temporal de minutos, determinando de esta 

manera la morfología celular (revisado en Hohmann y Dehghani, 2019). El componente 

fundamental de este citoesqueleto es la actina, una proteína monomérica globular 

(actina G) con actividad de ATPasa y capacidad de autoensamblado. En condiciones 

fisiológicas, los monómeros de actina se polimerizan espontáneamente formando 

estructuras helicoidales asimétricas conocidas como filamentos de actina (actina F). 

Estos filamentos, caracterizados por ser delgados y flexibles, tienen un diámetro de 

aproximadamente 7nm (Spudich et al., 1972). La polimerización comienza lentamente, 

porque los pequeños oligómeros son muy inestables. La cinética de nucleación está 

limitada principalmente por la generación de dímeros y trímeros (Sept et al., 1999). Una 

vez alcanzado el estado trímero, la polimerización de los filamentos aumenta 

rápidamente, pero dependiendo del grupo de actina G disponible (revisado en Pollard, 

2016). 

La actina G está polarizada, por lo tanto, la actina F también está polarizada, con el 

extremo menos dinámico denominado extremo “menos” (-) y con el extremo más 

dinámico denominado extremo “más” (+). La adición reversible de monómeros ocurre 
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en ambos extremos, pero el extremo “+” se alarga de cinco a diez veces más rápido que 

el extremo “-” (Pollard y Mooseker, 1981). Como la actina tiene actividad de ATPasa, los 

extremos “+” y “-” también se pueden distinguir por su estado ATP/ADP. Así, el extremo 

“+” contiene mayores cantidades de actina unida a ATP, mientras que el extremo “-“ 

contiene más actina unida a ADP (revisado en Hohmann y Dehghani, 2019). La formación 

de los filamentos de actina comienza cuando la actina G se une a un nucleótido de 

adenina (ATP) (Figura I2). Posteriormente, forma dímeros o trímeros estables y 

finalmente actina F, la cual se alarga mediante la adición de monómeros. Poco después 

de ensamblarse en el filamento, la actina hidroliza el fosfato terminal del ATP unido y 

disocia el fosfato. Los cambios sutiles en la estructura de las subunidades de actina 

asociadas con esta reacción química preparan a la actina unida a ADP para su desacople 

del filamento mediante proteínas reguladoras (revisado en Pollard y Cooper, 2009). 

 

Figura I2 Esquema de formación de filamentos de actina. Primero, la actina G se une al ATP. 
Posteriormente, forma dímeros o trímeros estables y finalmente actina F, la cual se alarga mediante la 
adición de monómeros. Poco después de ensamblarse en el filamento, la actina hidroliza el fosfato 
terminal del ATP unido y disocia el fosfato. Los cambios sutiles en la estructura de las subunidades de 
actina asociadas con esta reacción química preparan a la actina unida a ADP para su desacople del 
filamento. La hidrólisis de ATP a ADP conduce a una distinción entre el extremo de crecimiento rápido 
(extremo “más”) y el extremo de crecimiento más lento o de disociación (extremo “menos”). Adaptado 
y modificado de Hohmann y Dehghani. Cells, 2019. 
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1.3 Proteínas de unión a actina (ABP) 

Las células eucariotas usan más de 100 proteínas accesorias o proteínas de unión a 

actina (ABP por sus siglas en inglés, actin binding protein) que regulan prácticamente 

todos los aspectos del ensamblaje de actina (Figura I3). Colectivamente, las ABP 

mantienen un gran conjunto de monómeros de actina disponibles para iniciar la 

polimerización, regulan la nucleación de los oligómeros de actina, promueven el 

alargamiento de los filamentos, restringen la longitud de los filamentos y entrecruzan 

los filamentos dando lugar a estructuras de orden superior, formando haces o redes 

tridimensionales (Figura I3) (revisado en Pollard, 2016; Svitkina, 2018). Cabe destacar 

que los haces y las redes de filamentos de actina son necesarios para la formación de las 

estructuras subcelulares que gobiernan el movimiento celular (filopodios y 

lamelipodios) o que aseguran la estabilidad mecánica y la contractibilidad celular (fibras 

de estrés) (revisado en Hohmann y Dehghani, 2019).  

 

Figura I3 Descripción general de las distintas de proteínas de unión a la actina.  
Se incluyen las ABP que unen monómeros de actina G, polimerasas como las forminas, las proteínas 
que protegen los filamentos (capping), las proteínas que cortan/alargan los filamentos, las proteínas 
que forman haces y redes y, el complejo de proteínas de ramificación Arp2/3. Adaptado de Pollard. 
Cold Spring Harb Perspect Biol, 2016. 

La mayoría de las proteínas de unión a la actina tienen mecanismos de acción sutiles que 

contribuyen a la regulación dinámica del polímero de actina en las células (revisado en 

Pollard, 2016). A continuación, se describirá brevemente a las dos ABP que analizamos 

en la presente Tesis. 
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 1.3.1 ABP en la regulación de la extensión de actina F: ADF/Cofilina 

La familia de proteínas ADF/Cofilina (ADF por las siglas en inglés, actin depolymerizing 

factor) está compuesta por tres moléculas globulares y pequeñas: ADF, Cofilina 1 y 

Coflina 2. Los miembros de esta familia son reguladores esenciales de la dinámica y 

función de la actina (revisado en Bamburg et al., 2021; Namme et al., 2021). Están 

codificadas por genes distintos, pero comparten entre el 70 y el 80% de su secuencia 

aminoacídica (revisado en Maciver y Hussey, 2002). La isoforma Cofilina 1 es la más 

abundante en neuronas de mamíferos (Garvalov et al., 2007), por lo que, a lo largo de 

este trabajo nos referiremos únicamente a esta isoforma como Cofilina. 

En el Sistema Nervioso, Cofilina participa en la regulación de la dinámica de actina en 

diversos procesos neuronales como el control de la plasticidad sináptica, la apoptosis de 

las neuronas y la neuroinflamación (revisado en Kovaleva et al., 2019). La Cofilina se une 

tanto a la actina globular (G) como a la actina filamentosa (F) con una fuerte preferencia 

(> 40 veces) para unirse a la actina-ADP (en el extremo “-”) y, generalmente tiene un 

efecto desestabilizador sobre los filamentos (Ressad et al., 1998; Chen et al., 2004). La 

unión de Cofilina a los filamentos de actina reduce la estabilidad de las ramificaciones 

de actina (Chan et al., 2009). La función de la esta proteína depende de su concentración 

(Figura I4). Los filamentos saturados con Cofilina son muy estables (revisado en Pollard, 

2016), mientras que la unión de un pequeño número de cofilinas al filamento promueve 

el acortamiento, la despolimerización de los filamentos y bloquea el alargamiento del 

extremo “+” (Andrianantoandro y Pollard, 2006; De La Cruz, 2009).  

La actividad de Cofilina es inhibida por la fosforilación de su aminoácido serina en la 

posición número 3 (S3), regulación que ejerce la quinasa de dominio LIM (LIMK) 

(revisado en Scott y Olson, 2007). Esta modificación postraduccional inhibe su actividad 

al disminuir radicalmente su afinidad a la actina (revisado en Wang y Townes-Anderson, 

2016); y de esta manera, LIMK atenúa la actividad de corte y despolimerización de la 

Cofilina (Arber et al., 1998; Yang et al., 1998; Maekawa et al., 1999). En el sentido 

opuesto, la desfosforilación de Cofilina en la serina 3 produce un aumento en su 

actividad (Morgan et al., 1993). Esta regulación la ejercen las fosfatasas de la familia 

Slingshot (SSH) (Niwa et al., 2002). Se ha propuesto que SSH tiene la capacidad, no sólo 

de activar a Cofilina a través de su desfosforilación, sino de interactuar con LIMK, 
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inhibiendo su actividad. Así, se formaría un complejo fosfo-regulatorio compuesto, 

entre otras moléculas, por LIMK y SSH, que modularía la actividad de Cofilina de manera 

unificada (Soosairajah et al., 2005) (Figura I4). La fosforregulación de Cofilina es un 

punto de convergencia clave de las redes de señalización celular que vinculan los 

estímulos extracelulares con la dinámica del citoesqueleto de actina. El control 

espaciotemporal de la actividad de Cofilina por parte de LIMK y SSH desempeña un papel 

crucial en diversos procesos celulares y fisiológicos (revisado en Mizuno, 2013). Se ha 

propuesto que las perturbaciones en el control de la actividad de Cofilina subyacen a 

trastornos neurodegenerativos y psiquiátricos, incluidas las enfermedades de 

Alzheimer, Parkinson y esquizofrenia (revisado en Namme et al., 2021). 

Figura I4 Regulación de la dinámica de actina por Cofilina. En proporciones bajas de Cofilina/actina, la 
Cofilina corta la actina F y aumenta la tasa de disociación del monómero actina-ADP. A proporciones 
altas de Cofilina/actina, la Cofilina estabiliza la actina F donde todas las subunidades han sufrido una 
rotación inducida por la Cofilina. LIMK fosforila (inactiva) a Cofilina, p-Cofilina no se une 
significativamente a la actina F, y la despolimerización o corte de la actina F es baja. Mientras que la 
fosfatasa SSH desfosforila (activa) a Cofilina. Adaptado de Namme et al. J. Mol. Sci., 2021. 
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 1.3.2 ABP en la ramificación de actina F: complejo Arp2/3 

La ramificación de actina F comienza con la creación de un núcleo inicial de actina en un 

filamento existente. En este proceso, el complejo Arp2/3 es considerado el nucleador 

clave de las ramas de actina. Este complejo está compuesto por siete subunidades: las 

proteínas relacionadas con la actina Arp2 (44 kDa) y Arp3 (47 kDa) y cinco subunidades 

más (Arpc1, Arpc2, Arpc3, Arpc4 y Arpc5) (Rouiller et al., 2008). El complejo es 

intrínsecamente inactivo porque las subunidades Arpc1-Arpc5 mantienen a las dos 

subunidades Arp separadas (Robinson et al., 2001). En el proceso de ramificación de 

actina F (Figura I5), el complejo Arp2/3 se une primero a un factor promotor de 

nucleación (NPF por las siglas en inglés, nucleation-promoting factor) y luego a un 

filamento de actina madre. Cabe destacar que, además de la acción de los NPFs, es 

condición necesaria la fosforilación de Arp2 para que se produzcan los cambios 

conformacionales que van a permitir la activación del complejo Arp2/3 (LeClaire L. L. 3rd 

et al., 2008; Narayanan et al., 2011). Una vez que este complejo Arp2/3 está activo, 

cambia su conformación, permitiendo que las subunidades Arp2 y Arp3 imiten el 

extremo “+” de los filamentos de actina, proporcionando la plantilla para ensamblar un 

nuevo filamento (Rouiller et al., 2008). En esta etapa, el NPF ayuda a agregar las dos 

primeras subunidades de actina a la nueva rama. Finalmente, el NPF se disocia de la 

nueva rama y se agregan más monómeros de actina al extremo “+” del filamento hijo 

(Marchand et al., 2001; Goley et al., 2010; Padrick et al., 2011; Smith et al., 2013). 

 

Figura I5 Proceso de ramificación de los filamentos de actina por el complejo Arp2/3.  
El complejo Arp2/3 se une a un filamento de actina preformado en presencia de una proteína activadora 
(factor promotor de la nucleación, NPF) cerca del extremo positivo del filamento de actina y luego inicia 
la formación de las ramas. Adaptado de Muñoz-Lasso et al. Cells, 2020. 
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Con respecto a los NPF hay cinco familias de proteínas. Dentro de estás, las que se 

encuentran mejor caracterizadas son las proteínas WASP (WASP y N-WASP) y las 

isoformas homólogas de verprolina de la familia WASP (WAVE1 – WAVE3) (revisado en 

Alekhina et al., 2017). Las proteínas WASP son necesarias para activar el complejo 

Arp2/3 durante varias etapas del desarrollo cerebral; en particular, para desarrollar y 

mantener las espinas y las sinapsis dendríticas (revisado en Yasuda y Nakahata, 2018). 

Además de los NPF, existen otras proteínas que se unen al complejo Arp2/3 y lo activan 

como, por ejemplo, la Cortactina (Uruno et al., 2001). En el Sistema Nervioso está 

reportado que en la vía de señalización del citoesqueleto de actina la disfunción en la 

actividad del complejo Arp2/3 podría contribuir a la etiología de trastornos psiquiátricos 

complejos (Kim et al., 2013). 

2- RHO GTPasa RAC1 

2.1 Familia de Rho GTPasas en el Sistema Nervioso 

Las GTPasas de la familia de Rho (homólogo de Ras) pertenecen a la superfamilia Ras y 

comprenden más de 20 miembros. Son pequeñas proteínas, de 20-30KDa, que unen e 

hidrolizan GTP. Las Rho GTPasas regulan y coordinan la remodelación del citoesqueleto 

de actina, participando en diversos procesos biológicos durante el desarrollo del Sistema 

Nervioso, la diferenciación neuronal, la supervivencia y la regeneración celular (revisado 

en Kalpachidou et al., 2019). Las tres Rho GTPasas canónicas incluyen a RhoA (miembro 

A de la familia homóloga Ras), Rac1 (sustrato 1 de toxina botulínica C3 relacionado con 

Ras) y Cdc42 (proteína 42 del ciclo de división celular). Las funciones de estas tres Rho 

GTPasas pequeñas están muy bien caracterizadas, todas ellas promueven la 

reorganización del citoesqueleto de actina. RhoA regula la formación de fibras de estrés 

y la contracción celular, mientras que Rac1 y Cdc42 inducen la extensión de protrusiones 

que incluyen la formación de lamelipodios y filopodios, respectivamente (revisado en 

Gonzalez-Billault et al., 2012).  

2.2 Las Rho GTPasas presentan actividad cíclica regulada por GEFs, GAPs y GDIs 

Las GTPasas de la familia Rho funcionan como interruptores moleculares, que cambian 

entre un estado activo (unido a GTP) predominantemente asociado a la membrana y un 
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estado inactivo (unido a GDP) que está presente en el citoplasma (Figura I6). La unión a 

GTP induce un cambio conformacional en las Rho GTPasas que promueve su interacción 

con muchas moléculas efectoras que controlan las vías de señalización que regulan la 

remodelación del citoesqueleto de actina. La regulación temporal y espacial de la 

actividad GTPasa es un elemento importante en el control de las vías de señalización de 

las Rho GTPasas. Esta regulación ocurre en tres niveles diferentes: intercambio de GDP-

GTP, hidrólisis de GTP e inhibición de la disociación de GDP (ver Figura I6) (revisado en 

Iden y Collard, 2008). 

Las Rho GTPasas pueden activarse mediante diversas señales extracelulares que 

impactan sobre los receptores de la membrana plasmática, como los receptores 

acoplados a proteínas G (GPCR), los receptores de la familia de tirosina quinasas (RTK), 

los receptores ionotrópicos y las integrinas, entre otros. Estos receptores activan a las 

Rho GTPasas a través de factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEF) 

(Figura I6) que se encuentran en su cercanía (revisado en Kalpachidou et al., 2019). Los 

GEF tienen varios dominios de interacción y determinan la señalización río abajo de las 

Rho GTPasas. Así, las interacciones específicas de los GEF con otras proteínas 

citoplasmáticas o proteínas asociadas a la membrana combinan la actividad de la 

RhoGTPasa-GEF a rutas de señalización específicas (revisado en Mertens et al., 2003). 

Por ejemplo, el GEF Tiam1 se une a la proteína Par3 (proteína clave en la polarización 

celular) y de ese modo conecta la actividad de la Rho GTPasa Rac1 a la vía de señalización 

de polarización (Chen y Macara, 2005; Mertens et al., 2005; Nishimura et al, 2005). 

La inactivación de las Rho GTPasas está mediada por proteínas activadoras de la 

actividad GTPasa (GAP), que refuerzan la actividad de hidrólisis de GTP intrínseca de las 

GTPasas, lo que resulta en el apagado de la señal (Figura I6). Al igual que con los GEF, la 

mayoría de las GAP son proteínas multidominio que pueden formar complejos 

multiproteicos (revisado en Iden y Collard, 2008). 

Finalmente, los inhibidores de la disociación de nucleótidos de guanina (GDI) secuestran 

y mantienen inactivas a las GTPasas en el citosol (Figura I6). Las GDI enmascaran los 

motivos C-teminales de las Rho GTPasas, que son necesarios para el anclaje a 

fosfolípidos de la membrana plasmática, evitando así la translocación de las Rho 

GTPasas a la membrana celular e inhibiendo su activación (revisado en Iden y Collard, 
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2008). Está reportado que la unión de una GDI a una Rho GTPasa promueve la 

estabilidad de la GTPasa y previene su degradación (Giang Ho et al., 2008; Boulter et al., 

2010). 

En las células, las respuestas de señalización de las Rho GTPasas están altamente 

localizadas (revisado en Pertz, 2010) y se han observado en distintos compartimentos 

subcelulares (Benink y Bement, 2005; Machacek et al., 2009; Bravo-Cordero et al., 2011; 

Fritz et al., 2013; Graessl et al., 2017), con varias GTPasas actuando simultáneamente. 

Por lo tanto, la morfogénesis celular implica la acción coordinada de múltiples miembros 

de la familia de las Rho GTPasas y sus reguladores, los cuales en su conjunto forman 

redes complejas (revisado en Guilluy et al., 2011; Devreotes y Horwitz, 2015). 

 

Figura I6 Mecanismos de activación/inactivación de las Rho GTPasas canónicas. 
La actividad de las Rho GTPasas está modulada por su localización subcelular. Las Rho GTPasas 
funcionan como interruptores moleculares, que cambian entre un estado activo (unido a GTP) 
predominantemente asociado a la membrana, y un estado inactivo (unido a GDP) que está presente en 
el citoplasma. El cambio de los estados activo e inactivo depende de la actividad de las proteínas GEF 
(amarillo) y GAP (naranja), respectivamente. En la forma activa, las Rho GTPasas pueden interactuar 
con las proteínas/moléculas efectoras que inician una respuesta específica, que implica la remodelación 
del citoesqueleto de actina, río abajo de la cascada de señalización. El tercer mecanismo general que 
contribuye a la regulación de las Rho GTPasas depende de las proteínas GDI (violeta) que reconocen y 
se unen a la región C-terminal de las Rho GTPasas, inhibiendo así su translocación a la membrana 
plasmática. Esquema adaptado de Iden y Collard. Nat Rev Mol Cell Biol., 2008. 
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En mamíferos, se han identificado 20 miembros de la familia de las Rho GTPasas y 

numerosos reguladores de su actividad: 70 RhoGEF, 80 RhoGAP y 3 RhoGDI (revisado en 

Schaefer et al., 2014). Nótese que las proteínas multidominio RhoGEF y RhoGAP superan 

ampliamente en número a las proteínas Rho GTPasas que regulan, dando como 

resultado especificidad a las vías de señalización (Müller et al., 2020). Algunos RhoGEF 

tienen especificidad por una sola Rho GTPasa, mientras que otros pueden activar 

múltiples Rho GTPasas (revisado en Iden y Collard, 2008). Las RhoGAP tienen menos 

dominios de interacción que las RhoGEF, son menos selectivas para regular la actividad 

de las Rho GTPasas y, por lo tanto, poseen potencialmente una regulación más 

autónoma (Müller et al., 2020).  

Por otro lado, las RhoGEF y RhoGAP actúan como intermediarios en la asociación de las 

Rho GTPasas a estructuras celulares y moléculas efectoras específicas, contextualizando 

y delimitando espacialmente el flujo de difusión de las Rho GTPasas. Esto explica por 

qué la misma Rho GTPasa puede ejercer múltiples funciones, dependiendo de la 

localización subcelular y del contexto celular (Müller et al., 2020). Algunos reguladores 

de las Rho GTPasas muestran restricción a ciertos tejidos o etapas de desarrollo, y su 

actividad está regulada por interacciones proteína-proteína y modificaciones 

postraduccionales (revisado en Iden y Collard, 2008). La mayoría de estas proteínas 

reguladoras presentan autoinhibición y responden a las señales locales, un mecanismo 

que limita aún más su actividad espacial y permite una rápida adaptación frente a los 

cambios del contexto celular (Müller et al., 2020). 

Finalmente, cabe destacar que, se ha estudiado un gran número de reguladores de la 

actividad de las Rho GTPasas en sistemas no neuronales, pero nuestra comprensión de 

sus funciones específicas en neuronas no es tan avanzada (revisado en Niftullayev y 

Lamarche-Vane, 2019). 

2.3 Las Rho GTPasas actúan como nodos de señalización 

Las Rho GTPasas regulan muchos procesos celulares esenciales, incluida la remodelación 

del citoesqueleto de la actina, la progresión del ciclo celular, la transcripción génica y la 

adhesión celular (revisado en Bishop y Hall, 2000). Estas pequeñas proteínas actúan 

como nodos de señalización, integrando las señales provenientes de los receptores de 
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la membrana plasmática (que recibieron estímulos extracelulares) y posteriormente, 

modificando la función de las proteínas efectoras (Figura I7) (revisado en Lowery y Van 

Vactor, 2009). Las Rho GTPasas, en la conformación unida a GTP, interactúan físicamente 

y controlan la actividad de múltiples proteínas efectoras que inician una respuesta 

especifica río abajo de la cascada de señalización (revisado en Bishop y Hall, 2000). En 

particular, cuando la activación o inactivación de las proteínas efectoras conduce a la 

remodelación del citoesqueleto de actina se induce, por ejemplo, la polimerización de 

actina F a fibras lineales o redes ramificadas (Ver Figura I7) (revisado en Lowery y Van 

Vactor, 2009).  

 

Figura I7 Las Rho GTPasas actúan como nodos en las vías de señalización integrando señales 
direccionadas río arriba y coordinando la remodelación del citoesqueleto río abajo.  
Los estímulos extracelulares impactan en los receptores de la membrana plasmática y producen señales 
que conducen a la activación de los reguladores de las Rho-GTPasas. Estos reguladores incluyen, las 
proteínas que activan las GTPasas, factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEF) y las que 
los inactivan, proteínas activadoras de GTPasa (GAP). Las Rho-GTPasas integran las respuestas 
provenientes de los receptores de membrana y coordinan la función de los efectores del citoesqueleto. 
La activación o inactivación de efectores del citoesqueleto conduce a respuestas tales como la 
formación de fibras de estrés, el desensamblaje de actina F o la polimerización de actina F.  
En esta figura se muestran algunos ejemplos de efectores del citoesqueleto: proteína relacionada con 
la actina (Arp) 2/3, fosfoproteína activada / estimulada por vasolidador (Ena / VASP), quinasa de 
dominio LIM (LIMK), quinasa de cadena ligera de miosina (MLCK) y quinasa Rho (ROCK). 
Esquema adaptado de Lowery y Van Vactor. Nat Rev Mol Cell Biol. 2009. 
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2.4 Crosstalk entre Rho GTPasas 

Muchos procesos fundamentales de la biología celular están regulados por las Rho 

GTPasas, incluidos la adhesión celular, la migración y la diferenciación. Durante la 

regulación de estos procesos celulares, los miembros de la familia de las Rho GTPasas 

cooperan o antagonizan entre sí dando como resultado una red molecular que exhibe 

muchos niveles de interacción regulados dinámicamente en lugares y tiempos 

específicos dentro de las células (revisado en Guilluy et al., 2011). 

Los principales mecanismos de estas interacciones cruzadas pueden ocurrir en tres 

niveles diferentes de la vía de señalización (Figura I8):  

1- A través de la regulación de la actividad: cuando una Rho GTPasa modula la actividad 

y/o localización de un GEF o un GAP de otra Rho GTPasa. 

2- A través de la unión competitiva a una Rho GDI: solo hay tres tipos de Rho GDIs y la 

unión de una GDI a una Rho GTPasa promueve la estabilidad de la GTPasa y previene su 

degradación.  

3- Mediante la regulación de las vías de señalización río abajo: cuando dos (o más) Rho 

GTPasas regulan a la misma proteína efectora.  

 

Figura I8: Mecanismos moleculares de crosstalk entre las Rho GTPasas 
Se ilustran diferentes modos de interacción entre Rho GTPasas (R1=Rho GTPasa tipo 1 ≠ R2=Rho GTPasa 
tipo 2), las cuales pueden ser antagónicas (A) o cooperativas (B). Hay tres niveles principales en los que 
los miembros de la familia Rho interactúan: (1) regulación de la actividad (a través de un GEF o un GAP); 
(2) regulación de la expresión y estabilidad de la proteína (competencia unión a una RhoGDI); y (3) 
regulación de las vías de señalización río abajo. Adaptado de Guilluy et al. Trends Cell Bio., 2011.  
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Para destacar la importancia de estos mecanismos de “crosstalk” entre las Rho GTPasas 

en distintos procesos neuronales se mencionarán dos ejemplos: 

Esta reportado que las GTPasas RhoA, Rac1 y Cdc42 actúan sinérgicamente sobre la 

Cofilina y controlan la estabilidad del filamento de actina. Esto lo logran mediante la 

activación del efector LIMK quien fosforila e inactiva a la Cofilina. Este crosstalk entre 

RhoA, Rac1 y Cdc42 juega un papel central durante el crecimiento neuronal (revisado en 

Kuhn et al., 2000).  

Durante el proceso de axogénesis Rac1 se activa río abajo de Cdc42, como consecuencia 

de la interacción de Cdc42 con proteínas de polaridad (PAR) y con Tiam1 (GEF de Rac1). 

De este modo, la señalización del complejo Cdc42-PAR está acoplada a la activación de 

Rac1 durante el desarrollo del axón (revisado en Iden y Collard, 2008). 

2.5 Las Rho GTPasas regulan la actividad de proteínas efectoras 

La mayoría de las proteínas efectoras contienen dominios autoinhibitorios que, 

mediante interacciones intramoleculares, mantienen a la proteína en una conformación 

inactiva. Las Rho GTPasas canónicas Rho, Rac1 y Cdc42 activan a sus efectores 

empleando un mecanismo común. Tras la unión de la Rho GTPasa a su efector, la 

secuencia inhibidora del efector se desplaza, exponiendo así los dominios funcionales 

de la proteína efectora (Figura I9) (revisado en Bishop y Hall, 2000; Riento y Ridley, 

2003).  

 

Figura I9 Mecanismo de activación de los efectores de las Rho GTPasas canónicas Rho, Rac1 y Cdc42.  
Los efectores poseen dominios inhibidores, dentro de los cuales se encuentra el dominio de unión a la 
Rho GTPasa (RBD). Tras la unión de la Rho GTPasa a su efector, la secuencia inhibidora del efector se 
desplaza, exponiendo así los dominios funcionales (FD) de la proteína efectora. Esquema modificado de 
Riento y Ridley. Nat Rev Mol Cell Biol, 2003. 
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El mecanismo por el cual las Rhos GTPasas activan a sus efectores se cumple para 

numerosas proteínas, incluidas entre otras: la quinasa activada por p21 (PAK), principal 

efector de Rac1 y Cdc42 (Zhao y Manser, 2012) y la proteína homóloga a verprolina de 

la familia WASP (WAVE), efector de la subfamilia de Rac1 (revisado en Kurisu y 

Takenawa, 2009). 

2.6 Rac1 y efectores involucrados en la formación de lamelipodios 

Las Rho GTPasas canónicas median la morfología, la polaridad, el movimiento y la 

división celular (revisado en Hall, 1998). Una vez activadas, las GTPasas se unen a 

proteínas quinasas (revisado en Zhao y Manser, 2005) y a algunas proteínas de unión a 

actina. Estos efectores impactan directa o indirectamente en el ensamblado y el 

desacoplado local de la actina F (Sit y Manser, 2011) y dan lugar a la formación de 

estructuras subcelulares de actina (Figura I10, A) (Nobes y Hall, 1995) (revisado en 

Hohmann y Dehghani, 2019).  

En humanos y otros mamíferos Rac presenta tres isoformas: Rac1, Rac2 y Rac3, las 

cuales están codificadas por distintos genes, pero comparten una alta identidad de 

secuencia (88–92%). Rac1 y Rac3, se expresan en neuronas, mientras que Rac2 solo se 

expresa en células hematopoyéticas (Didsbury et al., 1989) (revisado en de Curtis, 2008). 

En particular, en el presente trabajo nos enfocaremos en la Rho GTPasa Rac1, por ser la 

isoforma más ampliamente caracterizada (revisado en Wennerberg y Der, 2004).  

La activación de la GTPasa Rac1 induce la formación de lamelipodios (Figura I10, B) 

(Ridley et al., 1992). El lamelipodio es una estructura dinámica asociada con el 

movimiento celular, que consiste principalmente en redes ramificadas de actina F 

(revisado en Hohmann y Dehghani, 2019). Rac1 presenta activaciones transitorias 

durante este proceso celular. Estas activaciones, de corta duración, garantizan un 

control local y rápido de las acciones de la GTPasa sobre su principal efector, el complejo 

regulador WAVE (WRC). El complejo WRC activa a Arp2/3 iniciando la ramificación de 

los filamentos de actina, proceso clave en la formación de redes ramificadas de actina F 

(Mehidi et al., 2019). Otro efector importante de Rac1 en la formación de lamelipodios 

es la proteína PAK quien inactiva a la proteína Cofilina promoviendo la estabilidad y el 

alargamiento de actina F (Delorme et al., 2007). 
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Figura I10 Las Rho GTPasas como reguladoras de la formación de estructuras subcelulares de actina. 
A- Representación esquemática de las estructuras subcelulares de actina que se encuentran en la célula. 
Lamelipodios: red densa y ramificada de actina F involucrada en la protrusión celular.  
Filopodios: estructura compuesta de haces paralelos de actina F que sensa el entorno extracelular e 
influye en la dirección de la motilidad celular.  
Fibras de estrés: estructura contráctil y dinámica compuesta por haces de actina F antiparalelos y / o 

de polaridad mixta asociados con miosina. 

B- Vía de señalización de la Rho GTPasa Rac1 implicada en la formación de lamelipodios. 
Panel A del esquema modificado de Tokuraku et al. Int J Mol Sci., 2020. 

2.7 Rac1 y estructuras subcelulares de actina en las neuronas 

El crecimiento y la migración de las neuronas requieren una remodelación continua del 

citoesqueleto neuronal, el cual proporciona un marco versátil para el movimiento 

celular además del soporte estructural. Los filamentos de actina son fundamentales para 

la acción dinámica del citoesqueleto y las estructuras intracelulares dinámicas que 

forman (Figura I11) (revisado en Coles y Bradke, 2015). La ramificación de los filamentos 

de actina es esencial para el desarrollo de las redes dendríticas (compuestas casi 

exclusivamente por actina F ramificada) (Figura I11 C) y para la función adecuada de 

axones y sinapsis (revisado en Muñoz-Lasso et al., 2020). Además, la ramificación de la 

actina F permite la construcción de estructuras celulares clave, como los lamelipodios 

(Figura I11 A), que son esenciales para construir estructuras móviles como el cono de 

crecimiento neuronal (revisado en Gomez y Letourneau, 2014). Las Rho GTPasas tienen 

un papel clave en el crecimiento axonal y en la ramificación dendrítica, regulando la 



  Introducción 

38 
 

formación de estructuras dinámicas de actina durante estos procesos celulares 

(revisado en Coles y Bradke, 2015). 

La plasticidad estructural de las espinas dendríticas está regulada por las proteínas Rho 

GTPasas (revisado en Hedrick y Yasuda, 2017). En general, Rac1 promueve la formación 

y la maduración de las sinapsis y de las espinas dendríticas (revisado en Tolias et al., 

2011). El principal efector de este proceso neuronal es el complejo Arp2/3, que es 

activado por WAVE, efector de Rac1. La morfogénesis de las espinas dendríticas 

comienza con un parche de actina que se alarga en un filopodio dendrítico (Figura I11 

B), cuya punta se expande posteriormente a través de la ramificación de actina F 

dependiente del complejo Arp2/3 (Figura I11 C) y cuya longitud se modula por la 

contractilidad dependiente de la proteína miosina II (Korobova y Svitkina, 2010). 

Las Rho GTPasas tienen un papel fundamental durante los cambios morfológicos 

axonales (revisado en Spillane y Gallo, 2014). El cono axonal en crecimiento requiere de 

la formación de diferentes estructuras subcelulares de actina que están implicadas en el 

movimiento, el sensado del entorno extracelular y la restricción al crecimiento axonal. 

En particular, Rac1 promueve la formación de lamelipodios en los conos de crecimiento 

(Figura I11 A). Esta GTPasa recluta el complejo WAVE a la membrana plasmática 

permitiendo la remodelación de actina, por medio de la activación del complejo Arp2/3, 

necesaria para el crecimiento del axón (Tahirovic et al., 2010).  

 

Figura I11 Esquema de las estructuras intracelulares dinámicas de actina en una neurona.  
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Las estructuras subcelulares características del citoesqueleto de actina se encuadran y se proporcionan 
vistas ampliadas. En la punta del axón, el cono de crecimiento (A), media el alargamiento axonal y guía 
hasta una célula blanco. Las mallas de actina ramificada unen los haces radiales de actina F y junto con 
la miosina II, se enriquecen en los arcos contráctiles de la zona de transición (Arco de actina F). El cono 
de crecimiento del axón presenta filopodios (estructura compuesta por haces paralelos de actina F) y 
lamelipodios (estructura formada por una red densa y ramificada de actina F). Los filamentos de actina 
son los componentes predominantes del citoesqueleto tanto en las estructuras dendríticas similares a 
filopodios (B) como en las espinas dendríticas maduras (C). Esquema modificado de Coles y Bradke. Curr 
Biol., 2015. 

2.8 Desregulación de Rac1 en Sistema Nervioso 

La Rho GTPasa Rac1 es esencial en el desarrollo, crecimiento, migración y plasticidad 

neuronales; y su desregulación está asociada con varias enfermedades 

neurodegenerativas y trastornos del desarrollo neurológico, como el trastorno del 

espectro autista, la esquizofrenia, la enfermedad de Alzheimer y la discapacidad 

intelectual (Duman et al., 2021) (revisado en Stankiewicz y Linseman, 2014; Marei y 

Malliri, 2017).  

Por ejemplo, numerosas mutaciones implicadas en la pérdida de función de Rac1 y en 

otros genes de la vía de señalización de esta GTPasa estarían implicadas en la patogenia 

de la discapacidad intelectual (Ramakers et al, 2012; Reijnders et al., 2017; Maglorius 

Renkilaraj et al., 2017; Klein et al., 2017) (revisado en Lelieveld et al., 2016).  En Sistema 

Nervioso, está ampliamente caracterizada la pérdida de función de Rac1 (Duman et al., 

2021), sin embargo, el efecto de la hiperactividad de Rac1 en las redes neuronales ha 

sido poco estudiado. 

3- PROTEÍNAS / REGIONES INTRINSECAMENTE DESORDENADAS (IDP/ IDR) 

3.1 Definición de IDP/ IDR 

A pesar del paradigma clásico de estructura-función (o modelo de "llave y candado") en 

el que la secuencia de aminoácidos de una proteína determina una estructura altamente 

ordenada con una única función biológica, existen muchas proteínas cuyas funciones no 

requieren de una estructura ordenada. Las proteínas/regiones intrínsecamente 

desordenadas (IDP/IDR) se refieren a las proteínas/regiones sin una estructura 

tridimensional estable en su estado nativo, pero que exhiben actividades biológicas 

(revisado en Tompa, 2012; Liu et al. 2019). Su flexibilidad móvil e inestabilidad 

estructural están codificadas por sus secuencias de aminoácidos, que incluyen una 
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proporción relativamente baja de residuos hidrofóbicos y aromáticos, y una proporción 

relativamente alta de residuos cargados y polares (revisado en Oldfield y Dunker, 2014; 

Dyson, 2016). Las IDP/IDR son abundantes en todas las especies, especialmente en 

eucariotas (Pancsa y Tompa, 2012) y ejecutan funciones principalmente a través de un 

plegamiento inducido cuando se unen a una molécula ordenada (revisado en Tompa, 

2012).  Están asociadas con muchas funciones biológicas como la regulación de la 

transcripción y la traducción, el almacenamiento de moléculas pequeñas, la 

transducción de señales celulares y la fosforilación de proteínas (Iakoucheva et al., 2002) 

(revisado en Dyson y Wright, 2005). Si bien se han dedicado grandes esfuerzos a 

investigar las estructuras complejas, las cinéticas y las afinidades de unión, nuestro 

conocimiento sobre los mecanismos de unión de las IDP/IDR sigue siendo muy limitado 

(revisado en Yang et al., 2019). 

3.2 Características de las IDP/ IDR 

Las características físicas de las IDP/ IDR permiten un control muy fino de los procesos 

de señalización celular. Sus características favorables incluyen: la presencia de pequeños 

elementos de reconocimiento que se pliegan cuando se unen a su partner; un grado de 

flexibilidad que permite la interacción promiscua con diferentes blancos en diferentes 

ocasiones; presentan sitios accesibles para la modificación postraduccional; poseen 

motivos de secuencia conservados que median en las interacciones; tienen la capacidad 

de unirse a partners con alta especificidad pero afinidad modesta, lo que lleva a una 

disociación y terminación rápida y espontánea de la señal (Oldfield et al., 2005) (revisado 

en Wright y Dyson, 1999 ; Dyson y Wright, 2005); y ventajas cinéticas en las vías de 

señalización ya que sus tasas de asociación extremadamente rápidas permiten que las 

señales se activen rápidamente (revisado en Pontius, 1993). En redes regulatorias 

dinámicas, las IDP/IDR pueden unirse transitoriamente a múltiples partners, 

respondiendo de manera precisa y cuantitativa a las señales celulares y, participando en 

el procesamiento de información compleja (revisado en Stein et al., 2009). Sus 

interacciones moleculares son transitorias y dinámicas: las IDP intercambian partners y 

compiten por unirse a las proteínas centrales, que a menudo están presentes en 

cantidades limitadas. Estas interacciones están finamente reguladas por modificaciones 

postraduccionales que les permiten funcionar como interruptores y reóstatos (Borg et 
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al., 2007; Lee et al., 2010) (revisado en Dyson y Wright, 2005; Gsponer y Babu, 2009; 

Van Roey et al., 2012). 

3.3 IDP/IDR como centros de señalización 

Debido a que las IDP y las IDR de proteínas multifuncionales grandes frecuentemente 

contienen múltiples motivos de interacción que median la unión a diversos blancos, 

comúnmente funcionan como ejes centrales en las vías de señalización (Kim et al., 2008) 

(revisado en Dunker et al., 2005). La capacidad de unirse a sus blancos a través de 

múltiples sitios confiere a las IDP propiedades específicas que facilitan el ensamblaje 

dinámico de complejos ternarios y de orden superior e integran diversas vías de 

señalización. La existencia de múltiples sitios de unión también permite respuestas 

alostéricas en la señalización biológica, y la energía del proceso de unión está finamente 

ajustada por las grandes variaciones de entropía entre los estados libre y unido (revisado 

en Flock et al., 2014). De este modo, las IDP/ IDR son componentes importantes de la 

maquinaria de señalización celular, ya que el mismo polipéptido presenta diferentes 

interacciones con diferentes consecuencias. Además, las IDP/ IDR están sujetas a 

modificaciones postraduccionales, implicadas en cambios conformacionales de las 

proteínas, lo que agrega complejidad a las redes reguladoras y proporciona un 

mecanismo para la señalización tejido-específica (revisado en Wright y Dyson, 2015). 

4- FGD6 

4.1 Familia de FGDs  

La familia de FGDs (por sus siglas en inglés Facio Genital Dysplasia) está compuesta por 

6 miembros (FGD1-6) y un GEF (intercambiador del nucleótido guanina) relacionado 

(FRG). Estructuralmente este grupo de proteínas presenta una región carboxilo terminal 

altamente conservada con un dominio de homología a Dbl (DH) (catalítico) seguido de 

un primer dominio de homología a pleckstrina (PH) (de interacción con la membrana 

plasmática), un dominio FYVE (de tráfico intracelular de membrana y de unión a 

fosfoinosítidos) y un segundo dominio PH (Figura I12) (revisado en Nakanishi y Takai, 

2008). El extremo amino terminal es único para cada miembro del grupo y consiste en 

una región de baja complejidad rica en glutamato (revisado en Eitzen et al., 2019). Esta 
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estructura les permitiría actuar como nexo entre las señales provenientes de la 

membrana plasmática y el citoesqueleto de actina (revisado en Nakanishi y Takai, 2008). 

 

Figura I12 Esquema de los dominios estructurales de los miembros de la familia de FGDs.  
Se muestran los distintos dominios y su organización. DH: dominio funcional, PH (1 y 2): dominio de 
interacción con la membrana plasmática, FYVE: dominio implicado en el tráfico intracelular de 
membrana y de unión a fosfoinosítidos, PR: dominio rico en prolina, FERM: dominio de unión a 
fosfoinosítidos y a las colas citoplasmáticas de proteínas integrales de membrana. 
Adaptado de Nakanishi y Takai. J. Cell. Mol., 2008. 

Los dominios DH se unen a las regiones flexibles switch I y switch II del dominio efector 

de las Rho GTPasas, lo que induce un cambio conformacional de la GTPasa y el 

intercambio de nucleótidos de guanina (GDP por GTP) (revisado en Rossman et al., 

2005). Se ha demostrado que los dominios PH adyacentes a los dominios DH de varios 

GEF se unen específicamente a proteínas G pequeñas libres de nucleótidos y ayudan a 

las reacciones de intercambio de nucleótidos de guanina (Rossman et al, 2002). 

4.2 Localización subcelular de las proteínas FGD 

Las proteínas FGD se localizan en múltiples estructuras dinámicas de actina y en la 

superficie de las células. Esta localización está mediada por sus múltiples dominios de 

unión a fosfoinositidos (revisado en Eitzen et al., 2019). A continuación, se describe la 

localización subcelular específica para los distintos miembros de la familia: 

FGD1 se asocia con el citoesqueleto de actina subcortical. Su región N-terminal 

interactúa con Cortactina y mAbp1, proteínas de unión a actina que regulan al complejo 
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Arp2/3 (Hou et al., 2003; Kim et al., 2004). Recientemente, se reportó que FGD1 

aumenta la actividad de Cdc42 en células endoteliales humanas (Reinhard et al., 2021). 

FGD2 se asocia a las membranas endosomales a través del reconocimiento de PI3P 

mediado por el dominio FYVE. Además, es reclutado en los lamelipodios por medio de 

la interacción del dominio PH2 con la membrana plasmática (Huber et al., 2008). A través 

de estas acciones, FGD2 podría influir en la polarización celular, la migración celular o 

en el proceso de micropinocitosis (revisado en Eitzen et al., 2019).  

FGD3 induce la formación de lamelipodios (Hayakawa et al., 2008). Cuando se expresa 

la región que comprende a los dominios DH y PH1 como una construcción en tándem, 

se induce la formación de filopodios (Pasteris et al., 2000).  

FGD4 se asocia a estructuras dinámicas de actina ubicadas en la membrana plasmática 

a través de su región N-terminal. Activa a Cdc42 y a Rac1 en la zona de formación de 

filopodios y lamelipodios, respectivamente (Kim et al., 2002).  

FGD5 participa en la migración celular de células endoteliales y se localiza en los 

lamelipodios y otras estructuras dinámicas de actina. Además, regula la retención del 

receptor 2 de VEGF (VEGFR2) en el reciclado de la membrana endosomal (Farhan et al., 

2017).  

FGD6 se ha descripto en la membrana plasmática de los osteoclastos, donde regula la 

formación de podosomas a través de la activación de Cdc42 y el reciclado de la 

membrana endosomal (Steenblock et al., 2014).  

De este modo, los miembros de la familia FGD participan en varios de los procesos 

fisiológicos que requieren de una remodelación dinámica de la morfología celular. La 

señalización celular aberrante causada por mutaciones puntuales y su regulación 

positiva conduce a defectos de desarrollo y progresión del cáncer (revisado en Eitzen et 

al., 2019). 

4.3 Actividad funcional de las proteínas FGD: GEF de Rho GTPasas 

Todos los GEF que contienen dominios DH-PH en tándem muestran afinidad especifica 

por las proteínas Rho GTPasas. Esta especificidad de unión se encuentra en gran medida 

dentro del dominio DH (Snyder et al., 2002). Algunos RhoGEF contienen una región con 
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baja preferencia de unión e interactúan con numerosas proteínas Rho mientras que, 

otros son altamente específicos (revisado en Cook et al., 2014). Varios miembros de la 

familia FGD tienen función descripta de GEF (Müller et al., 2020). En particular, los 

miembros FGD1-3 y FRG son activadores específicos de la Rho GTPasa Cdc42 (Zheng et 

al., 1996; Miyamoto et al., 2003; Huber et al., 2008; Müller et al., 2020), mientras que, 

FGD4 activa directamente a Cdc42 (Umikawa et al., 1999) e indirectamente a Rac1 (Ono 

et al., 2000). Por su parte, FGD5 es un activador especifico de la Rho GTPasa Rac1 (Park 

et al., 2021). Con respecto a FGD6, hasta el momento no se ha reportado que tenga 

actividad de GEF para una Rho GTPasa particular. 

4.4 Patologías asociadas a mutaciones en los miembros FGD 

Fallas en las vías de las proteínas Rho GTPasas han sido asociadas con cáncer, 

enfermedades cardiovasculares, trastornos del desarrollo y neurológicos (Brakebusch, 

2021) (revisado en Rossman et al., 2005; Strassheim et al., 2019). Comúnmente, en las 

distintas patologías, la actividad desregulada de las Rho GTPasas ocurre por mecanismos 

indirectos. Un mecanismo frecuente implica la activación aberrante de las Rho GTPasas 

como consecuencia de la expresión y/o la actividad desregulada de las proteínas Rho 

GEFs mutadas, con la consecuente alteración de las vías en las que participan (revisado 

en Cook et al., 2014). En Sistema Nervioso, la disfunción en las vías de señalización de 

las Rho GTPasas contribuye sustancialmente a la patogénesis del trastorno del espectro 

autista (ASD). Se han reportado 20 genes que codifican para los reguladores y efectores 

de Rho GTPasas como genes de riesgo de ASD (revisado en Guo et al., 2020). 

Dado que varios de los miembros de la familia de FGD tienen función de Rho GEF, siendo 

mediadores clave de la activación de las Rho GTPasas Rac1 y Cdc42, no es sorprendente 

que mutaciones en estas proteínas estén asociadas a una desregulación de sus Rho 

GTPasas blanco. La expresión de FGD1 está restringida al tejido esquelético y se ha 

descripto su participación en el desarrollo del esqueleto ya que mutaciones en este gen 

producen displasia faciogenital (síndrome de Aarskog-Scott), un desorden del desarrollo 

ligado al cromosoma X (Aarskog, 1971; Scott, 1971; Pasteris et al. 1994). Las mutaciones 

en FGD1, asociadas a este síndrome, causan pérdida de la función GEF (Genot et al., 

2012). FGD1 promueve la migración celular probablemente mediante la inducción de la 
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formación de podosomas y la remodelación de la matriz extracelular (Daubon et al., 

2011; Oshima et al., 2011). La formación de podosomas por osteoclastos es importante 

para la correcta formación y resorción ósea (revisado en Kylmaoja et al., 2016). FGD4 

presenta expresión ubicua y mutaciones en este gen están asociadas a un subtipo de la 

neuropatía progresiva Charcot-Marie–Tooth. Las mutaciones reportadas se encuentran 

dentro del dominio funcional DH, responsable de la activación de Cdc42, lo cual sugiere 

que se está afectando o impidiendo la activación de esta GTPasa (Delague et al., 2007; 

Boubaker et al., 2013; Hyun et al., 2015).  

No se han encontrado mutaciones asociadas a enfermedad para los miembros FGD2, 

FGD3 ni FGD5. Sin embargo, las funciones emergentes para las proteínas FGD como Rho 

GEF que regulan la actividad de las Rho GTPasas en los procesos celulares están 

comenzando a definirse. FGD2 se expresa linfocitos B, macrófagos y células dendríticas 

y, está asociado a endosomas tempranos y a lamelipodios, lo que sugiere múltiples vías 

posibles para la regulación de la actividad y la función celular (Huber et al. 2008). FGD3 

se expresa predominantemente en músculo esquelético (Pasteris et al., 2000), y FGD5 

se expresa selectivamente en las células endoteliales (Ho et al. 2003), donde la 

estimulación por VEGF induce su expresión (Hernández-García et al. 2015). Participa en 

la regulación de la adhesión endotelial, la supervivencia y la angiogénesis (Nakhaei-

Nejad et al., 2012) y varios estudios indican que contribuye a los procesos de 

proangiogénesis en células endoteliales (Kurogane et al., 2012; Farhan et al. 2017; 

Heldin et al. 2017).  

4.5 FGD6 (FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 6) 

Con respecto a FGD6, se ha reportado que participa en varios procesos dependientes de 

actina en osteoclastos, coordinando la polaridad y el reciclado de endosomas en estas 

células por una vía que involucra a Cdc42 (Steenblock et al., 2014). Hasta el momento 

se ha descripto su expresión en retina (Huang et al., 2016) y osteoclastos (Steenblock et 

al., 2014). Un polimorfismo de FGD6 resulta en una localización intracelular alterada de 

la proteína, alteraciones en el citoesqueleto celular y un mayor riesgo de degeneración 

macular por promoción de la vascularización de la retina (Huang et al., 2016).  Un estudio 

más reciente postula que una variante missense de FGD6 en heterocigosis correlaciona 
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con el autismo (Thongnak et al., 2018), aunque no hay información acerca del nexo entre 

la patología y la mutación en FGD6.  

Hasta el presente no hay evidencia disponible en referencia a una posible acción de 

FGD6 en el Sistema Nervioso Central. Recientemente, se ha realizado una amplia 

caracterización de la especificidad de los RhoGEFs y RhoGAPs de las diferentes Rho 

GTPasas, como así también sus interactomas y su localización subcelular. El estudio no 

arroja una actividad específica de FGD6 sobre ninguna de las Rho GTPasas analizadas, 

pero si una asociación estrecha de esta proteína con el citoesqueleto de actina y con 

reguladores de vías de señalización de Cdc42 y Rac1. El análisis del interactoma indica 

que FGD6 estaría interactuando con ARHGAP33 y a ARHGEF16, formando un complejo 

(Müller et al., 2020). Con respecto a ARHGAP33, está reportado que regula la formación 

de dendritas y el desarrollo de espinas dendríticas a través de Cdc42 (Rosário et al., 

2007), está asociado a comportamientos similares al autismo en un modelo de ratón 

con pérdida de función por mutación en el gen ARHGAP33 (Schuster et al., 2015) y, se 

lo caracterizó como un inhibidor de la actividad de Rac1 (Müller et al., 2020). Por otra 

parte, ARHGEF16 está implicado en la inactivación de RhoA durante la regeneración del 

nervio óptico (Matsukawa et al., 2018) y participa en la activación de Cdc42 (Oliver et 

al., 2011). Recientemente, Casalia y colaboradores (2021), identificaron una mutación 

en el gen que codifica para la proteína FGD6 en pacientes con Epilepsia Focal 

Autolimitada de la Infancia (SFEC) como un factor genético putativo que podría 

contribuir al desarrollo de este trastorno. 

De todo lo descripto anteriormente se desprende que la participación de las Rho 

GTPasas y sus reguladores, como FGD6, en procesos biológicos mediados por el 

citoesqueleto de actina los posiciona como actores fundamentales de la fisiología 

neuronal. Como se mencionó en la sección anterior (4.4), alteraciones o fallas en esta 

regulación podrían contribuir al desarrollo de enfermedades neurológicas y 

psiquiátricas. Dilucidar los mecanismos de regulación de las vías de señalización de estas 

proteínas podría aportar nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de los 

diferentes desórdenes neurológicos. Por todo esto, en el presente trabajo estudiamos 

la relevancia funcional de FGD6 en neuronas como nuevo modulador de vías específicas 

que impactan en la dinámica del citoesqueleto de actina.



 

 

 

 

 

 

 

 

Hipótesis y Objetivos 



  Hipótesis y Objetivos 

48 
 

1- HIPÓTESIS 

En las neuronas, FGD6 es un regulador de la actividad de las Rho GTPasas necesario para 

la organización dinámica del citoesqueleto de actina y, por lo tanto, del desarrollo 

normal de procesos neuronales tales como la diferenciación, la polarización y la 

neuritogénesis. 

2- OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar la función de FGD6 en las neuronas como nuevo modulador de vías 

específicas que impactan en la dinámica del citoesqueleto de actina. 

3- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

I- Analizar la expresión de FGD6 durante la diferenciación neuronal en los modelos 

celulares in vitro: a- La línea celular de neuroblastoma humano SK-N-SH; b- Cultivos 

primarios de neuronas corticales de rata. 

II- Analizar la actividad de las Rho-GTPasas Rac1 y Cdc42, en la línea celular SK-N-SH 

transfectada con un conjunto de ARN pequeños de interferencia específicos para FGD6 

(siRNA FGD6) o secuencias scramble.  

III- Analizar la expresión de diversas proteínas efectoras río abajo de Rac1 y la 

organización del citoesqueleto de actina al disminuir la expresión de FGD6 en la línea 

celular SK-N-SH. 

IV- Investigar las implicancias de la mutación p.E276G en homocigosis presente en FGD6 

en pacientes con Epilepsia Focal Autolimitada de la Infancia (SFEC) sobre el 

citoesqueleto de actina. 
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1- CARACTERIZACIÓN DE FGD6: ANÁLISIS DE LA REGIÓN N-TERMINAL DE LA 

PROTEÍNA Y EXPRESIÓN DEL GEN DURANTE LA DIFERENCIACIÓN NEURONAL 

FGD6 pertenece a una familia de proteínas, cuyos miembros comparten una 

organización estructural similar, presentando una región carboxilo terminal altamente 

conservada y un extremo amino terminal único para cada miembro del grupo. Esta 

organización estructural les permitiría a las proteínas actuar como nexo entre las 

señales provenientes de la membrana plasmática y el citoesqueleto de actina (revisado 

en Nakanishi y Takai, 2008). Recientemente se ha reportado que varios miembros de la 

familia FGD tienen función descripta de GEF para la Rho GTPasa Cdc42 y/o la Rho 

GTPasa Rac1 (Müller et al., 2020). Estas Rho GTPasas han sido estudiadas como 

reguladoras y coordinadoras de la remodelación del citoesqueleto de actina, 

participando en diversos procesos biológicos durante el desarrollo del Sistema Nervioso 

(revisado en Kalpachidou et al., 2019). Con respecto a FGD6, hasta el momento no se 

ha reportado que tenga actividad de GEF para ninguna Rho GTPasa ni se ha descripto 

su función en el Sistema Nervioso Central, pero debido a la similitud de estructura con 

otros miembros de la familia más estudiados se postula que podría modular la actividad 

de Cdc42 y/o de Rac1. 

Comenzamos este trabajo realizando una caracterización general de FGD6. En primera 

instancia, estudiamos in silico la estructura terciaria de la proteína. Dado que los 

miembros de la familia FGD comparten una organización estructural similar, pero el 

extremo N-terminal es único para cada miembro de la familia, analizamos 

especialmente la estructura terciaria y las modificaciones postraduccionales de esta 

región. Este análisis fue realizado para poder estimar si la región N-terminal estaba 

involucrada en la función de la proteína y/o era requerida para la interacción con otras 

proteínas. Por otro lado, determinamos la expresión del ARNm de FGD6 y analizamos la 

localización celular de la proteína durante la diferenciación neuronal empleando dos 

modelos celulares in vitro.  
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1.1 El extremo N-terminal de FGD6 es intrínsecamente desordenado, con alta 

probabilidad de interactuar con otros dominios/ proteínas ordenadas y conteniendo 

varios sitios de fosforilación 

En una primera aproximación, utilizamos el software provisto por el sitio IUPred2A 

(https://iupred2a.elte.hu/), con el cual analizamos la proteína en base a un modelo 

biofísico de plegamiento proteico (Dosztányi et al., 2005). El uso de este software nos 

permitió identificar regiones de la proteína que se encuentran intrínsecamente 

desordenadas (regiones que carecen de una estructura monomérica estable en 

condiciones nativas). Se ha estudiado ampliamente que las proteínas/ regiones 

intrínsecamente desordenadas (IDP/ IDR, por sus siglas en inglés) frecuentemente 

funcionan como centros en las redes de interacción de proteínas, en la regulación de las 

vías de señalización y en procesos celulares cruciales (revisado en Wright y Dyson, 2015).  

Cuando ingresamos la secuencia aminoacídica de la proteína, el software nos devolvió 

una puntuación entre 0 y 1 para cada residuo (valores que correspondieron a la 

probabilidad de que el residuo dado sea parte de una región desordenada). Los valores 

por encima de 0,5 correspondieron a residuos con alta probabilidad de asignación 

correcta a una región desordenada. Asimismo, se ha reportado que la naturaleza 

desordenada de un segmento de proteína puede depender del contexto: ciertas 

regiones pueden cambiar entre un estado ordenado y un estado desordenado 

dependiendo del contexto en el que se encuentre la proteína (Mészáros et al., 2018). El 

software empleado también nos permitió identificar regiones proteicas que adoptaban 

o no una estructura estable dependiendo del estado redox de su entorno por medio del 

algoritmo ANCHOR2. 

Como se muestra en la Figura R1, el algoritmo IUPred2 nos permitió estimar qué 

regiones de la proteína FGD6 se encontraban desordenadas/ ordenadas. Este algoritmo 

determinó que el extremo N-terminal de FGD6 presentaba una secuencia aminoacídica 

con una conformación laxa, con una mayor probabilidad (valores cercanos a 1) de 

carecer de una estructura monomérica estable en la región comprendida entre los 

residuos aminoacídicos 760 y 880 (Figura R1, línea roja, región señalizada en verde). 

https://iupred2a.elte.hu/
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El algoritmo ANCHOR2 estimó las secuencias aminoacídicas que se corresponderían a 

regiones intrínsecamente desplegadas que pueden unirse a un dominio ordenado. Este 

algoritmo mostró que la secuencia aminoacídica comprendida entre las posiciones 760 

y 880 del extremo N-terminal de FGD6, correspondería a una región intrínsecamente 

desplegada que sería capaz de unirse a dominios ordenados (Figura R1, línea azul, región 

señalizada en verde). 

 

Figura R1 Análisis mediante el software de IUPred2A de la secuencia aminoacídica de FGD6 humano. Se 

muestra en color rojo, la probabilidad de cada residuo de ser parte de una región desordenada, según 

el análisis mediante el algoritmo IUPred2. En azul, se muestra la probabilidad para cada residuo de 

pertenecer a una región desordenada, pero que puede unirse a un dominio ordenado, según el análisis 

mediante el algoritmo ANCHOR2. La región comprendida entre los residuos aminoacídicos 760 y 880 se 

encuentra remarcada con un círculo verde. En la parte inferior de la figura se muestran los dominios 

estructurales característicos de la familia FGD (PFAM). 

Los resultados obtenidos mediante el software de UIPred2A sugieren que FGD6 podría 

potencialmente unirse a distintas proteínas por medio de su región N-terminal.   

Extensas evidencias han puesto de manifiesto que una de las características que poseen 

las proteínas/ regiones intrínsecamente desordenadas es que presentan sitios 

accesibles para ser modificados post-traduccionalmente. Estas modificaciones post-

traduccionales (MPT), implicadas en cambios conformacionales de las proteínas, 

permitirían regular finamente la interacción con otras proteínas o regiones ordenadas 

(revisado en Wright y Dyson, 2015). Por otro lado, se ha demostrado que muchas 

proteínas de señalización, incluidas las proteínas RhoGEF, están reguladas 

negativamente en cis por secuencias autoinhibitorias (revisado en Pufall y Graves, 2002). 

Trudeau y colaboradores (2013) mostraron, por medio de un análisis bioinformático, 

que las secuencias autoinhibitorias estaban enriquecidas en regiones desordenadas, 
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contenían múltiples sitios de fosforilación y presentaban variabilidad estructural, 

garantizando de esta manera un control fino de la activación de las proteínas de 

señalización. 

Dado que, FGD6 posee en su extremo C-terminal los dominios estructurales de las 

proteínas RhoGEF (implicados en la activación de Rho GTPasas) y su extremo N-terminal 

características de IDR, decidimos investigar si la proteína presentaba sitios con MPT que 

sean características de las IDR y de secuencias autoinhibitorias. Para ello, empleamos la 

base de datos PhosphoSitePlus (Hornbeck et al., 2015) la cual nos proporcionó 

información y herramientas para el estudio de las MPT incluidas, entre otras, la 

fosforilación. 

Como muestra la figura R2, este análisis permitió identificar 14 sitios potenciales de 

fosforilación en la proteína FGD6 en las posiciones: Y162, S515, S554, N574, S605, Y691, 

S692, Y696, S721, Y737, Y748, Y754, Y760 y S1197. Salvo la fosforilación en S1197 

ubicada en el extremo C-terminal, el resto de las fosforilaciones se encontraron en la 

región N-terminal. Sorprendentemente, 12 sitios de fosforilación reportados estaban 

ubicados en una región acotada (comprendida entre los aminoácidos 515 y 760) que, 

además, es la secuencia adyacente a la región intrínsecamente desordenada de la 

proteína (secuencia aminoacídica comprendida entre las posiciones 760 y 880). 

Dado que las fosforilaciones son MPT características de las IDR y de las regiones 

autoinhibitorias (Trudeau et al., 2013), este dato reforzó el resultado obtenido por el 

software IUPRED2A, el cual predijo que el extremo N-terminal de FGD6 presentaba 

características de IDR. Además, dichas fosforilaciones en la región N-terminal de FGD6 

podrían estar implicadas en cambios conformacionales que regulen la actividad putativa 

de FGD6 y/o su interacción con otras proteínas. 
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Figura R2 Análisis mediante el software PhosphoSitePlus de la secuencia aminoacídica de FGD6 

humana. Se muestran las modificaciones postraduccionales. Todas las modificaciones corresponden a 

fosforilaciones en las posiciones: Y162, S515, S554, N574, S605, Y691, S692, Y696, S721, Y737, Y748, 

Y754, Y760 y S1197. 

En su conjunto, los resultados obtenidos empleando los softwares de IUPred2A y 

PhosphoSitePlus nos permitieron caracterizar in silico a la región N-terminal de FGD6 

como una región intrínsecamente desordenada o IDR. Esta región presentó, por un lado, 

mayor probabilidad de interactuar con otros dominios/proteínas ordenadas entre las 

posiciones aminoacídicas 760 y 880 (IDR); y, por otro lado, 12 posibles sitios de 

fosforilación en la región adyacente a la zona predicha como IDR que podrían modular 

cambios estructurales de la proteína, regulando posiblemente una autoinhibición y/o su 

unión a partners. 

1.2 La expresión de FGD6 mostró una modulación durante la diferenciación neuronal 

in vitro 

Como se mencionó anteriormente, no se ha reportado ni caracterizado la función de 

FGD6 en el SNC. Por lo tanto, en una primera instancia, evaluamos la expresión de FGD6 

en la línea de neuroblastoma humano SK-N-SH en la cual, los precursores neuronales 

pueden ser diferenciados a un estadio celular más maduro por el agregado de agentes 

diferenciantes al medio de cultivo. En esta línea celular se han descripto protocolos de 

inducción de la diferenciación muy bien establecidos (Sidell et al., 1983; Preis et al., 

1998) y una amplia bibliografía que avala su uso como modelo celular (Thiele, 1998) 
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(revisado en Abemayor y Sidell, 1989). En particular, diferenciamos las células por medio 

de un tratamiento con ácido retinoico (AR). Brevemente, las células fueron plaqueadas 

y a las 24 h, tratadas con all-trans AR 10 µM durante 9 días. A día 3, 6 y 9 del tratamiento, 

las células fueron cosechadas, el ARN obtenido y se determinó la expresión de FGD6 

mediante RT-qPCR. Los controles fueron células sin diferenciar que se trataron con 

DMSO (vehículo en el cual se diluyo el AR) (Figura R3 A).  

El análisis de la expresión de FGD6 a lo largo de la diferenciación reveló que la línea SK-

N-SH presenta una modulación de los niveles de ARNm. Los resultados obtenidos por 

RT-qPCR mostraron que, a día 3 (DIV3) del tratamiento con AR, no hubo diferencias 

significativas en los niveles de ARNm de FGD6 con respecto a las células controles 

tratadas con DMSO; mientras que, a día 6 (DIV6) las células tratadas con AR 

disminuyeron significativamente los niveles de expresión de FGD6 con respecto al DIV3 

de tratamiento con AR; y finalmente, a día 9 (DIV9) de tratamiento con AR observamos 

que los niveles de expresión de FGD6 presentaron una tendencia a aumentar 

nuevamente hacia valores similares a los observados a DIV3 (Figura R3 B). Con el fin de 

estudiar las veces de cambio en los niveles de expresión de FGD6, los valores de ARNm 

obtenidos por RT-qPCR fueron relativizados a los valores obtenidos por las células sin 

diferenciar (control: tratadas con DMSO) cuyos valores de ARNm de FGD6 se 

mantuvieron constantes a lo largo del tiempo. 

Estos resultados nos permitieron concluir que, en estadios tempranos de la 

diferenciación neuronal la expresión de FGD6 disminuye significativamente, y revierte 

conforme las células siguen madurando. 

 

Figura R3 Modulación de la expresión de FGD6 durante la diferenciación neuronal de la línea celular de 

neuroblastoma humano SK-N-SH. 
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 A- Protocolo de diferenciación de la línea SK-N-SH. Las células fueron plaqueadas y a las 24 h, tratadas 

con all-trans AR 10 µM durante 9 días. A día 3, 6 y 9 del tratamiento, las células fueron cosechadas, el 

ARN obtenido y se determinó la expresión de FGD6 mediante RT-qPCR. Los controles fueron tratados 

con DMSO. 

B- Niveles de expresión de FGD6 determinados mediante RT-qPCR. Los valores están expresados como 

la media ± SEM de tres experimentos independientes y normalizados a los controles. El análisis 

estadístico se realizó con ANOVA de medidas repetidas de un factor seguido por la prueba post hoc 

Tukey para comparaciones múltiples. *p≤0,05. 

Adicionalmente, estudiamos la evolución temporal de la expresión de FGD6 durante la 

diferenciación de cultivos de neuronas corticales de rata. Elegimos este segundo modelo 

celular dado que la homología de FGD6 entre especies está altamente conservada 

(identidad mayor al 70% para las proteínas de humano y rata). Asimismo, en los cultivos 

primarios el tiempo de maduración es similar al de la línea celular SK-N-SH (14 días) y no 

es necesario el agregado de agentes diferenciantes al medio de cultivo.  

Los cultivos primarios de neuronas corticales de rata obtenidos fueron caracterizados 

por inmunocitoquímica. Este análisis se realizó mediante una marcación de las neuronas 

con un anticuerpo anti-BIII tubulina (marcador pan-neuronal) y una marcación de 

astrocitos con un anticuerpo anti-GFAP (marcador astrocitario). Con el protocolo 

empleado se logró obtener un cultivo celular con una pureza del 94% (Figura R4). 

Figura R4 Caracterización por inmunocitoquímica de la pureza de los cultivos primarios de neuronas 

corticales de rata obtenidos. Las células fueron fijadas e incubadas con un anticuerpo anti-BIII tubulina 

(marcador neuronal, rojo), con un anticuerpo anti-GFAP (marcador astrocitario, verde) y los 
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correspondientes anticuerpos secundarios. Las imágenes fueron adquiridas con un microscopio 

confocal Zeiss- LSM 510 META, analizadas con el programa del LSM y el software ImageJ. Barra de 

escala, 50 µm. Con el protocolo empleado se logró obtener una pureza del 94%. 

Se evaluó la expresión del ARNm de FGD6 a lo largo de la diferenciación de neuronas 

corticales de rata a DIV3, DIV7, DIV10 y DIV14 por RT-qPCR. Los resultados obtenidos 

mostraron un patrón de expresión similar al observado en las células humanas. En los 

inicios del proceso de diferenciación (DIV3-DIV7), no hubo diferencias significativas en 

los niveles de expresión de FGD6 si bien conforme avanza la diferenciación, la expresión 

de FGD6 disminuye. En los estadios más avanzados del proceso madurativo (DIV10), los 

niveles de expresión de FGD6 disminuyeron significativamente. Finalmente, cuando las 

neuronas se encuentran maduras (DIV14), los niveles de expresión tendieron a 

aumentar y alcanzar los niveles observados en el comienzo de este proceso celular 

(Figura R5 A).  

Intentamos analizar la expresión de la proteína por Western Blot. A pesar de que 

contábamos con un anticuerpo específico, FGD6 presentó bajos niveles de expresión de 

proteína en las neuronas y su detección mediante esta técnica no fue posible en ninguno 

de los dos modelos celulares empleados.  

Debido a las dificultades mencionadas anteriormente optamos por utilizar una técnica 

de microscopia para profundizar el análisis de FGD6. Así, en el cultivo primario de 

neuronas corticales de rata, analizamos por inmunocitoquímica la expresión de 

FGD6 durante el proceso de diferenciación celular. Para este experimento las células 

fueron incubadas con un anticuerpo anti-FGD6 y se analizó la expresión de la proteína 

por inmunofluorescencia. Este análisis se acompañó con una marcación de las neuronas 

con un anticuerpo anti-BIII tubulina (marcador pan-neuronal). Las imágenes obtenidas 

mostraron que, por un lado la proteína se localizó homogéneamente en el citoplasma, 

tanto en el soma como en los procesos de las células; y por otro lado, que la intensidad 

de fluorescencia de la proteína se condijo temporalmente con los niveles de expresión 

del ARNm: la intensidad de la marcación de FGD6 disminuyó cuando las células 

comenzaron a diferenciarse y luego presentó una tendencia a volver a la intensidad 

inicial conforme las células siguieron con la maduración (Figura R5 B). 
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Figura R5 Durante la diferenciación de un cultivo primario de neuronas corticales de rata los niveles de 

FGD6 disminuyen y revierten conforme las células siguen madurando. 

 A- Expresión de FGD6 por RT-qPCR en neuronas corticales de rata. Los valores están expresados como 

la media ± SEM de cinco experimentos independientes, los niveles de ARNm fueron normalizados a los 

valores obtenidos en el DIV3. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de medidas repetidas de un 

factor seguido por la prueba post hoc Tukey para comparaciones múltiples. *p≤0,05. 

B- Expresión de FGD6 a lo largo de la diferenciación de neuronas corticales de rata. Las células fueron 

fijadas e incubadas con un anticuerpo anti-FGD6 (gris), con anti-BIII tubulina (marcador neuronal, 

magenta), Hoechst-33258 (núcleos) y los correspondientes anticuerpos secundarios. Las imágenes 

fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss- LSM 510 META, analizadas con el programa del 

LSM y el software ImageJ. Barra de escala, 50 µm. 

En conjunto, los resultados obtenidos empleando dos modelos celulares de especies 

diferentes nos permitieron concluir que, en neuronas, la expresión de FGD6 se 

encuentra finamente regulada durante la diferenciación celular in vitro. En ambos 

modelos observamos que, a medida que progresa la diferenciación neuronal la 
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expresión de FGD6 disminuye significativamente y en estadios más maduros tiende a 

volver a aumentar. 
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2- ANÁLISIS DE LA ORGANIZACIÓN DEL CITOESQUELETO DE ACTINA AL 

DISMINUIR LA EXPRESIÓN DE FGD6 

Si bien la actividad de GEF fue descripta para algunos miembros de la familia FGD (Müller 

et al., 2020), hasta el momento no hay una caracterización en relación con la actividad 

de FGD6 ni de sus posibles proteínas interactoras. No se ha reportado que FGD6 tenga 

actividad de GEF para ninguna Rho GTPasa, pero debido a la alta homología estructural 

con otros miembros de la familia más estudiados, su acción podría estar relacionada con 

la actividad de Cdc42 y/o de Rac1. En Sistema Nervioso, numerosos estudios 

experimentales reportaron que estas Rho GTPasas median cambios del citoesqueleto de 

actina, participando en diversos procesos celulares (revisado en Kalpachidou et al., 

2019). 

En esta sección empleamos como sistema de estudio la línea celular de neuroblastoma 

humano SK-N-SH, en la cual logramos disminuir la expresión de FGD6 por medio de ARN 

pequeños de interferencia (siRNA). En una primera aproximación, evaluamos el posible 

efecto de la disminución de FGD6 sobre las Rho GTPasas Cdc42 y Rac1. Para ello, 

empleamos una herramienta que nos permitió medir la actividad de estas GTPasas por 

transmisión de energía de resonancia (FRET) in vitro. Por medio de la técnica de Western 

Blot analizamos algunas proteínas efectoras del citoesqueleto de actina río abajo de 

Rac1. Mediante la tinción con faloidina examinamos la organización del citoesqueleto 

de actina. Finalmente, a partir de extractos celulares obtuvimos actina filamentosa (F) y 

actina monomérica libre (G) y mediante la técnica de Western Blot, evaluamos la 

dinámica de la actina. 

2.1 Sistema de trabajo: células de la línea celular de neuroblastoma humano SK-N-SH 

transfectadas con un conjunto de siRNAs específicos para FGD6 

La primera parte de este trabajo consistió en poner a punto las condiciones de 

transfección de las células de neuroblastoma humano SK-N-SH con un conjunto de ARN 

pequeños de interferencia específicos para FGD6 (siRNA FGD6), de modo de establecer 

un modelo de estudio con niveles de expresión del gen disminuidos. Para ello, 

ensayamos distintas relaciones de siRNA: agente transfectante y distintos agentes 

transfectantes. El protocolo de transfección seleccionado y empleado para los 
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experimentos posteriores se muestra en la Figura R6 A. La relación óptima obtenida fue 

la relación 1:3 (siRNA: agente transfectante). Con estas condiciones observamos, 

mediante ensayos de RT-qPCR, una disminución significativa de la expresión del gen de 

aproximadamente el 50% (Figura R6 B), independientemente del agente de transfección 

empleado. Adicionalmente, evaluamos la expresión de la proteína FGD6 mediante 

inmunocitoquímica. Para este experimento las células fueron transfectadas con un 

conjunto de siRNAs específicos para FGD6 (siRNA FGD6) o un conjunto de siRNAs 

desordenados (Scramble) y luego fijadas e incubadas con un anticuerpo anti FGD6. Las 

imágenes de inmunofluorescencia obtenidas mostraron resultados que acompañan a 

los obtenidos por RT-qPCR. Las células transfectadas con siRNA FGD6 evidenciaron una 

menor intensidad de fluorescencia de la proteína en comparación con las células 

transfectadas con las secuencias Scramble (Figura R6 C). Estos resultados permitieron 

corroborar la eficiencia del siRNA empleado. 

Es importante mencionar que en los experimentos donde los ensayos se realizaron con 

un pool de células (RT-qPCR, Western Blot) el análisis de los resultados puede estar 

subestimado debido a que la eficiencia de transfección obtenida con este protocolo fue 

de aproximadamente 50-60%. 

 

Figura R6 Células trasfectadas con siRNA FGD6 muestran una disminución aproximada al 50% en la 

expresión del gen y una menor intensidad de fluorescencia de la proteína. 
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A-Protocolo experimental. Las células SK-N-SH fueron plaqueadas y a las 24 h transfectadas con siRNA 

específico para FGD6 o secuencias Scramble. Una vez agregada la mezcla de transfección, se cultivaron 

adicionalmente durante 48/72 h y posteriormente fueron procesadas para su análisis de acuerdo con 

el ensayo realizado. 

B- Control de silenciamiento. Niveles de expresión de FGD6 determinados mediante RT-qPCR. Los 

valores están expresados como la media ± SEM de tres experimentos independientes, los niveles de 

ARNm fueron normalizados a los valores obtenidos en las células tratadas con las secuencias Scramble. 

El análisis estadístico se realizó con Paired T-test. **p≤0,01.  

C- Expresión de FGD6 evaluada por Inmunocitoquímica. Células SK-N-SH transfectadas con siRNA FGD6 

o secuencias Scramble, fueron fijadas e incubadas con un anticuerpo anti-FGD6, con Hoechst-33258 

(núcleos) y el correspondiente anticuerpo secundario. Las imágenes fueron adquiridas con un 

microscopio confocal Zeiss- LSM 510 META, analizadas con el programa del LSM y el software ImageJ. 

Barra de escala, 20 µm. 

En estas condiciones se procedió a evaluar el impacto de la disminución en los niveles 

de ARNm de FGD6 en la organización del citoesqueleto de actina. 

2.2 La disminución de la expresión de FGD6 produjo un aumento significativo en la 

actividad basal de Rac1, pero no afectó la actividad basal de Cdc42 

Se ha descripto que las Rho GTPasas Cdc42 y Rac1 tienen en común muchas proteínas 

efectoras del citoesqueleto que activan una cascada de señalización que termina en la 

inducción de la polimerización de los monómeros de actina y en la regulación del 

turnover de los filamentos de actina (revisado en Heasman y Ridley, 2008). En el SNC, 

ambas GTPasas están implicadas en procesos que requieren de la remodelación del 

citoesqueleto de actina, como la polaridad neuronal, morfología celular, sinapsis y 

formación de espinas dendríticas (revisado en Coles y Bradke, 2015; Muñoz-Lasso et al., 

2020).  

Con el fin de examinar más a fondo el papel de FGD6 en la actividad de las Rho GTPasas 

Rac1 y Cdc42, realizamos un ensayo de transferencia de energía de resonancia (FRET) 

que utiliza sondas que reportan in vitro el equilibrio local entre las actividades de los 

factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEF) y las proteínas activadoras 

de GTPasa (GAP) para Rac1 y Cdc42 (Itoh et al., 2002). En este sistema reportero, el 

dominio de unión a Cdc42 y Rac1 de PAK1 está unido a través de un enlace flexible a 

Cdc42 o a Rac1.  
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Cuando Rac1 o Cdc42 se encuentran unidas a GDP, se observa emisión de fluorescencia 

a 475 nm que corresponde a la emisión de CFP solamente (Figura R7, esquema low 

FRET). En presencia de GTP, el dominio de unión a Cdc42 y Rac1 de PAK1 se une a la 

GTPasa, alterando la conformación espacial entre las unidades YFP y CFP flanqueantes. 

Esta interacción, entre CFP y YFP, permite la consecuente transferencia de energía entre 

ambas sondas y una emisión de fluorescencia por parte de YFP a 527 nm (Figura R7, 

esquema high FRET). 

 

Figura R7 Diagrama esquemático del biosensor de Cdc42/ Rac1 unido a GDP o GTP. Low FRET: Cuando 

Rac1 o Cdc42 se une a GDP, se observa la fluorescencia a 475 nm que emite CFP solamente. High FRET: 

Cuando Rac1 o Cdc42 se une a GTP, la unión intramolecular del sensor ahora activado a PAK1 acerca 

espacialmente YFP a CFP, lo que provoca FRET y se observa la fluorescencia a 527 nm que emite YFP. 

Esquema tomado de: https://www.fret.lif.kyoto-u.ac.jp/e-phogemon/raichu-Rac.htm 

De esta forma, se co-transfectaron células SK-N-SH con siRNA FGD6 y el biosensor de 

Cdc42 o de Rac1 y se evaluaron los datos de fluorescencia de cada biosensor por FRET. 

Como se observa en la Figura R8, para el biosensor de Cdc42 no se encontraron 

diferencias en los niveles de FRET del reportero al comparar las células tratadas con 

siRNA FGD6 con las células tratadas con secuencias Scramble. Este resultado nos 

permitió concluir que, en condiciones basales, FGD6 no modularía la actividad de Cdc42.  
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Figura R8 La actividad basal de Cdc42 no se ve alterada cuando disminuye la expresión de FGD6. 

A- Células SK-N-SH co-transfectadas con el biosensor de Cdc42 y siRNA FGD6 o secuencias Scramble 

fueron fijadas 48 h post transfección y se colectaron los datos de fluorescencia emitidos por CFP y YFP 

para evaluar los niveles de FRET del biosensor. Se muestran imágenes representativas de los mapas de 

FRET de Cdc42. Barra de escala, 20 µm. 

B- Cuantificación de la eficiencia de FRET en toda la célula. Los valores están expresados como la media 

± SEM de tres experimentos independientes, los valores fueron normalizados a los valores obtenidos 

en las células transfectadas con secuencias Scramble. El análisis estadístico se realizó con Mann Whitney 

test. n.s: No hay diferencias significativas entre tratamientos. 

Sorprendentemente, cuando se realizó el ensayo para el biosensor de Rac1 se observó 

que las células con expresión de FGD6 disminuida presentaban un aumento significativo 

de aproximadamente el 50% de la eficiencia de FRET del reportero (Figura R9). Esto 

indicaría que FGD6 estaría modulando la actividad de esta GTPasa.   
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Figura R9 La actividad basal de Rac1 aumenta significativamente cuando disminuye la expresión de 

FGD6. 

A- Células SK-N-SH co-transfectadas con el biosensor de Rac1 y siRNA FGD6 o secuencias Scramble 

fueron fijadas 48 h post transfección y se colectaron los datos de fluorescencia emitidos por CFP y YFP 

para evaluar los niveles de FRET del biosensor. Se muestran imágenes representativas de los mapas de 

FRET de Rac1. Barra de escala, 20 µm. 

B- Cuantificación de la eficiencia de FRET en toda la célula. Los valores están expresados como la media 

± SEM de tres experimentos independientes, los valores fueron normalizados a los valores obtenidos 

en las células transfectadas con secuencias Scramble. El análisis estadístico se realizó con Mann Whitney 

test. ***p≤0,001. 

Existen numerosas proteínas scaffold que interactúan simultáneamente con 

reguladores de actividad de las Rho GTPasas y con proteínas efectoras del citoesqueleto 

de actina, estableciendo así la especificidad de la señalización de las GTPasas de manera 

espacio-temporal (Marinissen y Gutkind, 2005). Los resultados obtenidos en el ensayo 

de FRET fueron sumamente interesantes dado que, en condiciones basales, es decir, sin 

estimular las vías de señalización de las Rho GTPasas, FGD6 estaría modulando 

negativamente la actividad de Rac1 directa y/o indirectamente a través de factor(es) 

que podrían interaccionar con la Rho GTPasa y/o con distintos componentes de las vías 

de señalización de la misma. 
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2.3 Análisis de proteínas efectoras del citoesqueleto de actina río abajo de Rac1  

Los resultados obtenidos por FRET, donde una menor expresión de FGD6 resultó en un 

aumento de la actividad basal de Rac1 sugirieron que esta hiperactividad podría estar 

afectando a proteínas efectoras del citoesqueleto de actina ubicadas río abajo de la 

cascada de señalización de Rac1. Tanto esta Rho GTPasa como Cdc42 activan 

principalmente dos cascadas de fosfo/ desfosforilaciones que regulan el remodelado del 

citoesqueleto de actina. Una de ellas, la vía de señalización canónica de Rac1, incluye a 

PAK, a LIMK y a Cofilina y, regula el turnover de los filamentos de actina. La otra vía de 

señalización está mediada por Cortactina, finaliza con la activación del complejo Arp2/3 

y regula la polimerización de los monómeros de actina (Uruno et al., 2001) (revisado en 

Heasman y Ridley, 2008). 

En esta sección evaluamos el posible efecto de la disminución de FGD6 sobre algunas 

proteínas efectoras del citoesqueleto de actina correspondientes a la vía canónica de 

Rac1 mediante la técnica de Western Blot. 

2.3.1 La disminución en la expresión de FGD6 no produjo diferencias en los 

niveles de fosforilación de LIMK1 ni de Cofilina. 

Se ha reportado que la quinasa PAK es uno de los principales efectores de Rac1. Así, una 

vez que PAK se ha activado por su interacción con Rac1, se autofosforila y mantiene una 

conformación activada (Zhao y Manser, 2012). PAK en su estado fosforilado (activo) 

fosforila a LIMK activándola, la cual fosforila a Cofilina inactivándola y estabilizando de 

esta manera los filamentos de actina. Cuando Cofilina se encuentra desfosforilada 

(activa) promueve el acortamiento y el turnover de las subunidades de los filamentos 

(revisado en Bamburg et al, 2021). Dada la importancia de Cofilina en la regulación de la 

extensión de los filamentos de actina y de LIMK como uno de sus principales reguladores 

decidimos analizar el estado de fosforilación de ambas proteínas en esta sección de 

experimentos. Los mismos fueron realizados en condiciones de silenciamiento parcial 

de FGD6. 

Así, analizamos el estado de fosforilación de las proteínas efectoras LIMK1 y Cofilina, a 

partir de muestras de células SK-N-SH transfectadas con siRNA FGD6 o secuencias 

Scramble. Estudiamos el estado de fosforilación de dichas proteínas por Western Blot. 
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En estos experimentos y en las siguientes secciones, se utilizó a la proteína L-Lactato 

Deshidrogenasa (LDH) como control de carga ya que la misma presenta altos niveles de 

expresión en el citoplasma celular y no está relacionada con el citoesqueleto.  

En las condiciones evaluadas, no se observaron diferencias en de los niveles de 

fosforilación de LIMK1 (Figura R10) ni de Cofilina (Figura R11). 

 

Figura R10 La disminución en los niveles de FGD6 no altera los niveles de fosforilación de LIMK1. 

A- Western Blot de las proteínas pLIMK, LIMK total y L-Lactato Deshidrogenasa (LDH). Se obtuvieron 

extractos de proteínas a partir de células trasfectadas con siRNA FGD6 o secuencias Scramble, y se 

analizaron por SDS-PAGE. Se muestra una imagen representativa. 

B- Cuantificación de los ensayos de Western Blot. A la derecha, cuantificación de la relación de pLIMK 

sobre la cantidad LIMK total y, a la izquierda, LIMK total normalizada a los valores obtenidos para la 

proteína LDH utilizada como control de carga. Los valores están expresados como la media ± SEM de 

seis experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó con Paired T-test con la corrección 

de Wilcoxon. n.s: No hay diferencias significativas entre tratamientos. 



  Resultados 

68 
 

 

Figura R11 La disminución en los niveles de FGD6 no altera los niveles de fosforilación de Cofilina. 

A- Western Blot de las proteínas pCofilina, Cofilina total y L-Lactato Deshidrogenasa (LDH). Se 

obtuvieron extractos de proteínas a partir de células trasfectadas con siRNA FGD6 o secuencias 

Scramble, y se analizaron por SDS-PAGE. Se muestra una imagen representativa. 

B- Cuantificación de los ensayos de Western Blot. A la derecha, cuantificación de la relación de pCoflina 

sobre la cantidad Coflina total y, a la izquierda, Cofilina total normalizada a los valores obtenidos para 

la proteína LDH utilizada como control de carga. Los valores están expresados como la media ± SEM de 

siete experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó con Paired T-test con la corrección 

de Wilcoxon. n.s: No hay diferencias significativas entre tratamientos. 

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta sección nos permitieron concluir que 

la inhibición parcial de FGD6 no afectaría los estados de fosforilación de LIMK1 ni de 

Cofilina, implicadas en la regulación de la extensión de los filamentos de actina y el 

turnover de las subunidades del filamento. 

2.3.2 La disminución en la expresión de FGD6 produjo una disminución 

específica de los niveles proteicos de la subunidad Arp2 del complejo Arp2/3 

El complejo Arp2/3 es uno de los principales efectores río abajo de Rac1, actuando como 

nucleador de los filamentos de actina e iniciando la ramificación de mismos (Rouiller et 

al., 2008) (revisado en Heasman y Ridley, 2008). Se ha descripto que este complejo es el 

blanco final de muchos caminos de señalización que afectan la movilidad y la forma 

celular (revisado en Higgs y Pollard, 2001), está compuesto por las proteínas Arp2 y Arp3 

(las cuales se relacionan con monómeros de actina) y otras cinco subunidades (Arpc1-5) 

(Rouiller et al., 2008).  La mayoría de los datos estructurales y bioquímicos reportados 
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indican que cuando el complejo Arp2/3 está activado, las subunidades Arp2 y Arp3 

interactúan como un heterodímero que forma la plantilla para el ensamblaje de un 

nuevo filamento de actina (revisado en Goley y Welch, 2006).  Dado que las subunidades 

Arp2 y Arp3 son los principales actores del complejo nucleador decidimos analizar a 

ambas proteínas en esta sección de experimentos. 

Para ello, a partir de muestras de células SK-N-SH transfectadas con siRNA FGD6 o 

secuencias Scramble analizamos la expresión de Arp2 y Arp3 por Western Blot. Como 

muestra la figura R12, el silenciamiento de FGD6 no afectó la expresión de Arp3, dado 

que no se observan diferencias entre las células silenciadas (siRNA FGD6) con respecto 

a los controles (Scramble).  

 

Figura R12 La disminución en los niveles de FGD6 no afecta la expresión de la proteína Arp3. 

A- Western Blot de las proteínas Arp3 y L-Lactato Deshidrogenasa (LDH). Se obtuvieron extractos de 

proteínas a partir de células trasfectadas con siRNA FGD6 secuencias Scramble, y se analizaron por SDS-

PAGE. Se muestra una imagen representativa. 

B- Cuantificación de los ensayos de Western Blot. Los valores están expresados como la media ± SEM 

de seis experimentos independientes. Los valores fueron normalizados a los valores obtenidos para la 

proteína LDH utilizada como control de carga. El análisis estadístico se realizó con Paired T-test con la 

corrección de Wilcoxon. n.s: No hay diferencias significativas entre tratamientos. 

Sin embargo, la reducción en la expresión de FGD6 resultó en una disminución 

significativa de aproximadamente el 30% de los niveles de proteína de Arp2 (Figura R13 

A). 

La actividad del complejo Arp2/3 puede ser regulada de diversas maneras. Los factores 

promotores de la nucleación inducen un cambio conformacional que, como resultado, 

activa al complejo Arp2/3 (Goley et al., 2004). Por otro lado, en neuronas, se ha 
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reportado que la actividad del complejo Arp2/3 también puede estar regulada tanto a 

nivel transcripcional (Lippi et al., 2011; Tang et al., 2016) como a nivel post-traduccional 

(Narayanan et al., 2011). Dado que el silenciamiento de FGD6 produjo una disminución 

en la expresión de Arp2, decidimos evaluar en estas condiciones los niveles de expresión 

del ARNm de Arp2. Para ello, a partir de células SK-N-SH transfectadas con siRNA FGD6 

o secuencias Scramble se obtuvo el ARNm y se cuantificaron los valores de expresión del 

ARNm de Arp2 por medio de RT-qPCR. Como muestra la Figura R13 B, la disminución en 

la expresión de FGD6 no afectó los niveles de expresión del gen de Arp2.  

 

Figura R13 La disminución en los niveles de FGD6 produce una disminución en la expresión de la 

proteína Arp2, sin alterar los niveles de su ARNm. 

A- Western Blot de las proteínas Arp2 y L-Lactato Deshidrogenasa (LDH). Se obtuvieron extractos de 

proteínas a partir de células trasfectadas con siRNA FGD6 o secuencias Scramble, y se analizaron por 

SDS-PAGE.  Panel izquierdo: Se muestra una imagen representativa. Panel derecho: Cuantificación de 

los ensayos de Western Blot. Los valores están expresados como la media ± SEM de seis experimentos 

independientes. Los valores fueron normalizados a los valores obtenidos para la proteína LDH utilizada 

como control de carga. El análisis estadístico se realizó con Paired T-test con la corrección de Wilcoxon. 

*p≤0,05. 
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B-Los niveles de ARNm de Arp2 fueron determinados mediante RT-qPCR. Los valores están expresados 

como la media ± SEM de cinco experimentos independientes, los valores fueron normalizados a los 

valores obtenidos en las células transfectadas con secuencias Scramble. El análisis estadístico se realizó 

con Paired T-test con la corrección de Wilcoxon. n.s: No hay diferencias significativas entre 

tratamientos. 

Estos resultados, en conjunto, nos permitieron concluir que el silenciamiento de FGD6 

produce una disminución específica de la expresión de la subunidad Arp2 del complejo 

nucleador de actina Arp2/3, sin alterar los niveles de su ARNm. Por lo tanto, en las 

condiciones evaluadas, la regulación de la subunidad Arp2 sería post traduccional. Esta 

regulación post traduccional podría estar directamente mediada por FGD6 o podría ser 

regulada indirectamente a través de factor(es) no conocido(s). 

2.4 La interferencia en la expresión de FGD6 produjo alteraciones morfológicas en las 

células y una disminución drástica de los filamentos de actina, sin cambios en el 

contenido total de actina G 

Como se mencionó anteriormente, en el SNC, Rac1 y Cdc42 activan cascadas de 

señalización que terminan regulando la polimerización/ despolimerización de los 

filamentos de actina. Dado que la disminución en la expresión de FGD6 produjo un 

aumento en la actividad basal de Rac1 y una disminución en los niveles proteicos de 

Arp2 (subunidad del complejo Arp2/3 que une a los filamentos de actina e inicia la 

ramificación de los mismos), nos preguntamos si en estas condiciones se vería afectada 

la organización del citoesqueleto de actina. 

Para este fin, transfectamos células SK-N-SH con siRNA FGD6 o secuencias Scramble, y 

evaluamos la organización de los filamentos de actina mediante la tinción con faloidina 

conjugada a rodamina. La faloidina es una molécula que se une con alta afinidad a la 

actina F, por lo cual es un excelente marcador para evaluar el citoesqueleto de actina. 

En el caso de las células SK-N-SH transfectadas con secuencias Scramble, la 

inmunofluorescencia para FGD6 mostró que la proteína se distribuyó en forma 

homogénea en todo el citoplasma de las células (Figura R14, panel superior izquierdo). 

En estas condiciones, la tinción de los filamentos de actina mostró que los mismos se 

distribuyen en forma homogénea en el citoplasma celular con una marcación más 

intensa de actina F en la membrana plasmática y, evidenciando, además, la morfología 
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característica de esta línea celular (Figura R14, panel inferior izquierdo). Sin embargo, 

en aquellas células donde FGD6 fue silenciado parcialmente, se observó una 

disminución drástica de la intensidad de fluorescencia de FGD6 acorde al silenciamiento 

(Figura R14, panel superior derecho) que, además, se acompañó con una marcada 

disminución en la tinción con faloidina de los filamentos de actina. Asimismo, las células 

silenciadas presentaron alteraciones en su morfología, algunas células mostraron una 

morfología más alargada (Figura R14, panel inferior derecho, flechas turquesas) 

mientras que otras exhibieron un tamaño mayor al habitual (Figura R14, panel inferior 

derecho, flechas blancas).  

 

Figura R14 La disminución en los niveles de expresión de FGD6 afecta la morfología celular y la 

organización de los filamentos de actina. Células SK-N-SH transfectadas con siRNA FGD6 o secuencias 

Scramble, fueron fijadas e incubadas con un anticuerpo anti-FGD6 (verde), faloidina (magenta) y el 

correspondiente anticuerpo secundario. Las imágenes fueron adquiridas con un microscopio confocal 

Zeiss- LSM 510 META, analizadas con el programa del LSM y el software ImageJ. Barra de escala, 20 µm. 

La marcación con faloidina evidenció, en las células en las que FGD6 fue silenciado parcialmente, 

alteraciones morfológicas tales como: tamaño mayor al esperado (flechas blancas) o una morfología 

más alargada (flechas turquesas) mientras que en células transfectadas con secuencias Scramble 

evidenciaron la morfología característica de la línea celular SK-N-SH. 
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Dado que la interferencia de FGD6 produjo una disminución drástica de la marca de los 

filamentos de actina decidimos evaluar si dicha alteración se relacionaba con un impacto 

sobre el “pool” total de actina. Para ello, realizamos ensayos de Western Blot para 

determinar los niveles de actina total. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R15, donde se evidencia que las 

células silenciadas para FGD6 no presentaron diferencias significativas de los niveles de 

actina total con respecto a los niveles observados en las células control. 

 

Figura R15 La disminución en los niveles de FGD6 no afecta el contenido total de actina. 

A- Western Blot de actina total y L-Lactato Deshidrogenasa (LDH). Se obtuvieron extractos de proteínas 

a partir de células trasfectadas con siRNA FGD6 o secuencias Scramble, y se analizaron por SDS-PAGE. 

Se muestra una imagen representativa. 

B- Cuantificación de los ensayos de Western Blot. Los valores están expresados como la media ± SEM 

de seis experimentos independientes. Los valores fueron normalizados a los valores obtenidos para la 

proteína LDH utilizada como control de carga. El análisis estadístico se realizó con Paired T-test con la 

corrección de Wilcoxon. n.s: No hay diferencias significativas entre tratamientos. 

En conjunto, estos resultados sugirieron que la disminución en los niveles del ARNm de 

FGD6 afectaría la formación/ ramificación de los filamentos de actina, sin modificar el 

contenido total de actina. 

2.5 El silenciamiento parcial de FGD6 no afectó la dinámica de actina 

Las Rho GTPasas Rac1 y Cdc42 regulan la morfología celular y la reorganización del 

citoesqueleto de actina (revisado en Hall, 1998). Se ha reportado que una vez activadas, 

las Rho GTPasas interactúan y regulan la actividad de las proteínas efectoras del 
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citoesqueleto. Estos efectores impactan directa o indirectamente en el ensamblado y el 

desacoplado local de la actina F (Sit y Manser, 2011). Dado que, la inhibición parcial de 

FGD6 afectó la morfología celular y la organización de los filamentos de actina nos 

preguntamos si, en estas condiciones, se vería afectada la dinámica de la actina, es decir, 

el contenido de actina G y actina F. 

Para responder a esta pregunta y determinar si la inhibición parcial de FGD6 afectaba la 

cantidad de actina filamentosa (actina F) frente al contenido de actina globular libre 

(actina G) transfectamos células SK-N-SH con siRNA FGD6 o secuencias Scramble y, 

evaluamos por Western Blot las fracciones celulares de actina F y actina G. Brevemente, 

las fraccciones celulares de actina F y actina G fueron obtenidas empleando buffers que 

permitieron una solubilidad diferencial de las mismas para ser aisladas por 

centrifugación. Como muestra la Figura R16, en las condiciones evaluadas, no se 

observaron diferencias significativas en la proporción de actina F incorporada en el 

citoesqueleto frente a la actina G que se encuentra libre en el citosol. 

 

Figura R16 La disminución en los niveles de FGD6 no afecta la dinámica de la actina. 

A- Western Blot de las fracciones celulares de actina F y actina G. Células SK-N-SH trasfectadas con 

siRNA FGD6 o secuencias Scramble, fueron homogeneizadas en un buffer de estabilización de actina F, 

seguido de centrifugación para separar la actina F de la reserva de actina G. La separación de actina F 

de actina G se logró porque la actina F es insoluble (pellet) en este buffer, mientras que la actina G es 

soluble (sobrenadante). A continuación, el sobrenadante de actina G se transfirió a un tubo nuevo y el 

pellet de actina F fue resuspendido en un segundo buffer, que permitió la conversión de actina F en 

actina G. Finalmente, la muestra fue centrifugada y se transfirió el sobrenadante (actina G proveniente 

de la actina F) a un tubo nuevo. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE. Se muestra una imagen 

representativa. 
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B- Cuantificación de los ensayos de Western Blot. Los valores están expresados como la media ± SEM 

de seis experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó con Paired T-test con la corrección 

de Wilcoxon. n.s: No hay diferencias significativas entre tratamientos. 

Este resultado nos permitió concluir que la inhibición parcial de FGD6 no afecta la 

dinámica de polimerización / despolimerización de los filamentos de actina. 
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3- ANÁLISIS DE FGD6 EN LA EPILEPSIA FOCAL AUTOLIMITADA DE LA INFANCIA 

Se ha reportado que la epilepsia es la sexta causa más común de discapacidad 

neurológica, afectando a personas de todas las edades en todo el mundo (GDB, 2019). 

En nuestro país, se ha estimado su prevalencia en 6,2 casos cada 1000 habitantes 

(Melcon et al., 2007). Actualmente, la epilepsia es considerada un conjunto de 

enfermedades con síntomas similares, siendo frecuentes las convulsiones espontáneas 

(revisado en Fisher et al., 2014; Falco-Walter, 2020). Extensas evidencias han puesto de 

manifiesto que las terapias vigentes están dirigidas exclusivamente a disminuir la 

posibilidad de la aparición de los síntomas, pero no abordan la causa de los distintos 

tipos de epilepsia, dado que la etiología de la enfermedad es muy diversa y, en la gran 

mayoría de los casos, desconocida (revisado en McTague et al., 2016; Symonds et al., 

2017; Perruca et al., 2018).  

En lo que respecta a la población pediátrica, se ha demostrado que los síndromes 

epilépticos asociados a lesiones cerebrales difusas conllevan convulsiones diarias que 

cuando no son propiamente tratadas generan inevitablemente discapacidades 

asociadas a retraso mental (Sánchez-Carpintero, 2010) (revisado en Schuele y Lüders, 

2008; Robinson, 2012). Las Epilepsias Focales Autolimitadas de la Infancia o SFEC (por 

sus siglas en inglés) son el síndrome epiléptico más prevalente en la población 

pediátrica. El espectro de síndromes establecidos dentro de las SFEC se ha caracterizado 

por convulsiones de origen focal, sin una anormalidad detectable a nivel de estructura 

cerebral (Rudolf et al., 2020). El término SFEC se ha utilizado para los pacientes que 

sufren de epilepsia focal durante las primeras 2 décadas de vida y que frecuentemente 

remiten durante la edad adulta (Scheffer et al., 2017). 

Recientemente, Casalia y colaboradores (2021), han realizado un estudio de 

secuenciación del exoma completo de dos pacientes de una familia de 7 miembros, 4 

afectados por una SFEC (Figura R17 A). De 47 genes con variantes consistentes con un 

modelo recesivo de patología, sólo la mutación puntual en homocigosis en FGD6 en la 

posición 827 A>G que se encuentra en el exón 2 mostró segregación perfecta en los 

pacientes con esta dolencia (Figura R17 B). La mutación 827 A>G provoca un cambio de 

glutámico por glicina en la proteína resultante en la posición 276 (p.E276G) que se 

encuentra en la región de baja complejidad estructural (Figura R17 C). De esta manera 
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identificaron una mutación en el gen que codifica para la proteína FGD6 como probable 

causa del síndrome epiléptico recurrente en este grupo familiar. Este grupo de 

investigación logró, a partir de los fibroblastos de estos pacientes y sus familiares, 

derivar y reprogramar estas células a células madre pluripotentes inducidas (hiPS) que 

luego fueron diferenciadas a neuroepitelio (NE). Además, reportaron que, en 

comparación con dos controles familiares heterocigotas para la mutación, las neuronas 

de los pacientes mostraron una longitud axonal más corta, una reducción dramática en 

los niveles de sinapsina-1 y alteraciones en la actividad electrofisiológica (Casalia et al., 

2021).  

 

FIGURA R17 Identificación de la mutación puntual en homocigosis en FGD6 en la posición 827 A>G 

(p.E276G) como probable causa del síndrome epiléptico recurrente en este grupo familiar. 

A- Esquema de la familia afectada. En color se destacan los miembros con diagnóstico de Epilepsia. 

B- Esquema del transcripto de FGD6 donde se muestra la mutación en la posición 827 A>G (flecha roja). 

C- Esquema de FGD6 donde se muestran los dominios estructurales característicos de la familia FGD 

(PFAM) y se marca la ubicación de la mutación p.E276G (flecha roja). 

Panel A tomado de Casalia et al., Stem Cell Res Ther, 2021. 

Teniendo en cuenta los resultados presentados en la sección 2 del presente trabajo de 

Tesis, nos preguntamos si la mutación p.E276G en FGD6 afectaba la organización del 

citoesqueleto de actina. Con el fin de investigar las implicancias la mutación p.E276G en 

FGD6 sobre el citoesqueleto de actina, en esta sección, trabajamos con fibroblastos 

provenientes de sujetos wild type, heterocigotas y homocigotas para la mutación en 
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FGD6 como así también con células hiPS generadas a partir de los grupos de fibroblastos 

mencionados anteriormente, las cuales fueron cedidas gentilmente por el Dr. Pitossi, 

jefe del laboratorio de Terapias Regenerativas y Protectoras del Sistema Nervioso 

Central, Fundación Instituto Leloir-IIBBA-CONICET. En la presente sección trabajamos 

entonces con tres grupos: 

FGD6A/A * (wt): FGD6 wild type.  

FGD6A/G *(het): FGD6 con la mutación p.E276G en heterocigosis. 

FGD6G/G *(mut): FGD6 con la mutación p.E276G en homocigosis. 

*En la nomenclatura utilizamos A y/o G en referencia a la base afectada en el ADN. 

3.1 El Neuroepitelio generado a partir de hiPS de pacientes con SFEC presentó una 

acumulación anómala de FGD6 en el citoplasma y la membrana plasmática 

Para comenzar a analizar el efecto de la mutación p.E276G en FGD6, diferenciamos las 

células hiPS provenientes de sujetos FGD6A/A, FGD6A/G y FGD6G/G a neuroepitelio (NE) 

con un protocolo desarrollado en el laboratorio del Dr. Pitossi (Casalia et al., 2021) 

(Figura R18). Luego de 10 semanas de diferenciación, las células fueron incubadas con 

un anticuerpo anti-FGD6 y se analizó la expresión de la proteína por 

inmunofluorescencia. 

 

Figura R18 Protocolo de diferenciación de Neuroepitelio (NE). A partir de fibroblastos de FGD6A/A, 

FGD6A/G y FGD6G/G, se generaron hiPS que se diferenciaron a NE. Luego de 10 semanas de diferenciación, 

se analizó la expresión de FGD6. Se muestran imágenes representativas de cada condición 

experimental. Barra de escala, 1 mm. 
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Las imágenes obtenidas mostraron la expresión de la proteína en neuronas de los tres 

grupos experimentales de NE (Figura R19). En las células con FGD6A/A y FGD6A/G, FGD6 

presentó una distribución celular homogénea en el citoplasma mientras que las células 

con FGD6G/G evidenciaron una acumulación de la proteína perinuclear y en la membrana 

plasmática (Figura R19). Asimismo, las células del NE que presentaban FGD6G/G 

evidenciaron una morfología más epitelial con respecto a la observada en las células del 

NE con FGD6A/A y FGD6A/G. 

 

Figura R19 Expresión de FGD6 en un cultivo de NE de 10 semanas. Las células fueron fijadas e incubadas 

con un anticuerpo anti-FGD6 (verde), Hoechst-33258 (núcleos) y el correspondiente anticuerpo 

secundario. Las imágenes fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss- LSM 510 META, 

analizadas con el programa del LSM y el software ImageJ. Barra de escala, 20 µm. En las células del NE 

que presentan FGD6A/A (wt) y FGD6A/G (het), FGD6 muestra una distribución celular homogénea 

mientras que en células de NE con FGD6G/G (mut) evidencian una acumulación de la proteína perinuclear 

y en la membrana plasmática (punta de flecha).   

3.2 Los fibroblastos con FGD6G/G presentaron el citoesqueleto de actina alterado 

Como se describió en la sección anterior, las células de NE con FGD6G/G presentaron una 

distribución celular de FGD6 alterada en comparación con las células de NE con FGD6A/A 

y FGD6A/G. Asimismo, la mutación p.E276G en homocigosis FGD6, consistente con un 

modelo recesivo de patología, mostró una segregación perfecta en pacientes con SFEC. 

Estas observaciones nos sugirieron que la función de FGD6 podría estar alterada y por 

ello, decidimos evaluar el citoesqueleto de actina.  

Este estudio se realizó en fibroblastos de sujetos FGD6A/A, FGD6A/G y FGD6G/G para poder 

obtener un análisis adecuado del citoesqueleto de actina. Para este fin, las células 

fueron fijadas y marcadas con faloidina conjugada a rodamina (sonda de alta afinidad 
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para actina F). Los estudios del citoesqueleto mostraron que, en fibroblastos que 

presentan FGD6G/G la tinción de los filamentos de actina era menos intensa y parecían 

presentar una desorganización de los mismos en comparación con los fibroblastos 

FGD6A/A (Figura R20). 

 

Figura R20 Análisis del citoesqueleto de actina en fibroblastos FGD6A/A, FGD6A/G y FGD6G/G. Las células 

fueron fijadas e incubadas con faloidina (rojo) y Hoechst-33258 (núcleos). Las imágenes fueron 

adquiridas con un microscopio confocal Zeiss- LSM 510 META, analizadas con el programa del LSM y el 

software ImageJ. A y B Imágenes obtenidas a diferentes magnificaciones. Barras de escala, A=100 µm, 

B= 50µm. En fibroblastos con FGD6G/G (mut) la tinción de los filamentos de actina es menos intensa y 

parecería haber una desorganización de los mismos en comparación con los fibroblastos con FGD6A/A 

(wt).  

Estos resultados obtenidos mostraron cierta similitud a lo observado en los 

experimentos de silenciamiento en las células de neuroblastoma SK-N-SH, en donde la 

interferencia parcial de FGD6 por medio de un conjunto de siRNAs específicos produjo 

una disminución drástica de la marca de los filamentos de actina. Esta observación nos 

sugirió que la mutación p.E276G en homocigosis podría provocar pérdida o disminución 

de la función de FGD6. 

Las diferencias encontradas en la localización celular de FGD6 entre los distintos grupos 

y los resultados obtenidos del análisis del citoesqueleto de actina en los fibroblastos 
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acompañan a la hipótesis de que la proteína mutada puede haber perdido o disminuido 

su función. Así, la mutación descripta altera la localización celular de FGD6 y afecta el 

citoesqueleto de actina. Los resultados obtenidos en esta sección, sumados a los 

descriptos con el silenciamiento de FGD6, sugieren que la mutación p.E276G en FGD6 

podría impactar la diferenciación y actividad neuronal alteradas previamente 

reportadas (Casalia et al., 2021) posiblemente contribuyendo a la fisiopatología de las 

SFEC.
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DISCUSIONES GENERALES 

FGD6 pertenece a una familia de proteínas con una organización estructural que le 

permitiría mediar entre las señales provenientes de la membrana plasmática y el 

citoesqueleto de actina. Recientemente se describió una asociación estrecha de FGD6 

con el citoesqueleto de actina y con diversos componentes de las vías de señalización 

de Cdc42 y Rac1, Rho GTPasas que tienen un papel clave en la regulación de la fisiología 

neuronal. Sin embargo y a pesar de que FGD6 se expresa en neuronas, hasta el presente 

no hay evidencia disponible en referencia a su posible acción en el Sistema Nervioso 

Central.  

En este trabajo caracterizamos in silico el extremo N-terminal de FGD6, el cual posee 

una región intrínsecamente desordenada (IDR), con mayor probabilidad de interactuar 

con otros dominios/ proteínas ordenadas y con numerosos potenciales sitios de 

fosforilación en la región adyacente. Describimos por primera vez que la expresión de 

FGD6 se encuentra finamente regulada en las neuronas y que su inhibición afecta vías 

intracelulares que impactan en el citoesqueleto de actina, pudiendo así alterar la función 

celular. Los resultados presentados en esta Tesis permiten además comenzar a 

esclarecer el mecanismo por el cual FGD6 modula algunas vías de señalización de Rac1, 

pudiendo ser de manera directa y/o indirecta, a través de factor(es) que interacciona(n) 

con los distintos componentes de las mismas. Finalmente, los hallazgos obtenidos 

ayudan a comprender la posible contribución de FGD6 a la fisiopatología de 

enfermedades neurológicas como la SFEC.  

1. CARACTERIZACIÓN DE FGD6: ANÁLISIS DE LA REGIÓN N-TERMINAL DE LA PROTEÍNA 

Y EXPRESIÓN DEL GEN DURANTE LA DIFERENCIACIÓN NEURONAL  

En una primera instancia estudiamos in silico la estructura terciaria de la proteína. FGD6 

es una proteína multidominio que posee una región N-terminal con características de 

región intrínsecamente desordenada (IDR) y una región C-terminal ordenada que posee 

los dominios estructurales característicos de los activadores (GEFs) de las Rho GTPasas 

(revisado en Nakanishi y Takai., 2008; Eitzen et al., 2019). La región N-terminal presentó 

mayor probabilidad de interactuar con otros dominios/proteínas ordenadas entre las 

posiciones aminoacídicas 760 y 880 (IDR); y tenía reportados numerosos sitios putativos 
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de fosforilación en la región adyacente a la zona antedicha. Las Rho GTPasas tienen un 

papel fundamental en la remodelación del citoesqueleto de actina, necesario para una 

correcta función neuronal, participando en la morfogénesis dendrítica, formación de 

espinas dendríticas y en la generación y guía de axones (revisado en Kalpachidou et al., 

2019). Las características estructurales de FGD6 le permitirían actuar como un 

modulador central en las vías de señalización del citoesqueleto de actina, interactuando 

putativamente con otros reguladores implicados en la reorganización del mismo y con 

la actina. Esta idea se ve favorecida por reportes previos donde está ampliamente 

descripto que tanto las IDR de proteínas multidominio como las proteínas reguladoras 

de actividad de las Rho GTPasas, pueden actuar como proteínas scaffold o 

“adaptadores” funcionando como ejes centrales en las vías de señalización (Kim et al., 

2008; Müller et al., 2020) (revisado en Dunker et al., 2005).  

Nuestros primeros análisis indican que la proteína FGD6 presenta 12 sitios potenciales 

de fosforilación reportados ubicados en una región acotada (comprendida entre los 

aminoácidos 515 y 760) que, además, es la secuencia adyacente a la región 

intrínsecamente desordenada de la proteína (secuencia aminoacídica comprendida 

entre las posiciones 760 y 880). Ha sido descripto que las proteínas de señalización 

presentan, en su gran mayoría, secuencias autoinhibitorias enriquecidas en regiones 

desordenadas, contienen múltiples sitios de fosforilación y amplia variabilidad 

estructural; garantizando de esta manera un control fino de su activación (Trudeau et 

al., 2013). De esta manera, las fosforilaciones reportadas para FGD6 podrían estar 

implicadas en cambios conformacionales de la proteína, pudiendo regular una 

autoinhibición y/o interacción con otras proteínas. Esta observación va en concordancia 

con lo descripto por Steenblock y colaboradores (2014) en osteoclastos, en los cuales, 

cuando FGD6 tiene truncada su región N-terminal la fosforilación en tirosinas inducida 

por Src se pierde junto con una pérdida en su actividad, lo que sugiere que esta región 

podría ser potencialmente necesaria para regular su unión a otras proteínas y su 

función.  

Asimismo, la mayoría de los reguladores Rho GEF presentan autoinhibición debido a 

interacciones intramoleculares entre el dominio catalítico y los dominios adyacentes, lo 

que impide su interacción con los sustratos (Mitin et al., 2007; Rojas et al., 2007) 
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(revisado en Cherfils y Zeghouf, 2013). Así, en la proteína Vav1 (Rho GEF ampliamente 

caracterizado que posee una estructura de dominios similar a la de FGD6), el dominio 

funcional DH presenta interacciones intramoleculares con un dominio ácido adyacente, 

y a su vez, estas interacciones son estabilizadas por los dominios PH. Esta autoinhibición 

se alivia mediante la fosforilación de tirosinas en el dominio ácido (Aghazadeh et al., 

2000; Yu et al., 2010). Dado que FGD6 también contiene grupos ácidos adyacentes al 

dominio DH (revisado en Eitzen et al., 2019), y numerosos sitios potenciales de 

fosforilación en tirosinas en la secuencia adyacente a la región IDR de la proteína (en 

particular las tirosinas Y748, Y754 y Y760), podríamos especular un mecanismo 

autoinhibidor similar al de Vav1, y que podría ser activada por quinasas aunque no 

podemos descartar otros mecanismos de activación. Estas características podrían 

permitir a FGD6 regular finamente su interacción con otras regiones/ proteínas 

ordenadas como está reportado para otras proteínas con características similares 

(revisado en Wright y Dyson, 2015). 

Hasta el momento, no se ha reportado ni caracterizado la función de FGD6 en el Sistema 

Nervioso Central. Por lo tanto, en una primera aproximación, evaluamos la expresión de 

la misma durante la diferenciación neuronal in vitro. Nuestros resultados mostraron 

que, tanto en la línea celular de neuroblastoma humano SK-N-SH como en neuronas 

corticales de cultivos primarios de rata, a medida que progresa la diferenciación 

neuronal la expresión de FGD6 disminuye significativamente y en estadios más maduros 

tiende a volver a aumentar hasta los valores observados al inicio de este proceso celular. 

Está ampliamente descripto que los genes que varían su expresión durante el proceso 

de diferenciación celular se utilizan normalmente como marcadores de este proceso 

biológico (Evseenko et al., 2010; Yung et al., 2011; Kim et al., 2014). Recientemente, se 

reportó que los genes regulados dinámicamente durante la diferenciación neuronal 

generalmente cumplen funciones relacionadas al desarrollo, apoyando la idea de que 

no sólo son marcadores de diferenciación, sino que también podrían desempeñar 

funciones importantes en momentos específicos de este proceso celular y que, además, 

los mismos están conservados entre ratones y humanos (Ando et al., 2015). Asimismo, 

Gurok y colaboradores (2004) estudiaron cambios en la expresión génica en el curso de 

la diferenciación de células progenitoras neurales y describieron diez grupos de genes 
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cuya expresión es variable durante la diferenciación neuronal. Uno de esos grupos de 

genes está involucrado con los cambios morfológicos y relacionado con el citoesqueleto 

de actina. Se ha reportado que FGD6 está asociado al citoesqueleto de actina (Müller et 

al., 2020) y además interacciona directa o indirectamente con Rho GTPasas involucradas 

en la remodelación del citoesqueleto (Steenblock et al., 2014; Thongnak et al., 2018; 

Matsuda et al., 2022; resultados de esta Tesis). Estas observaciones junto a los 

resultados discutidos en esta sección son consistentes con la hipótesis de que FGD6 

podría regular la remodelación del citoesqueleto de actina durante la diferenciación 

celular.  

2. ANÁLISIS DE LA ORGANIZACIÓN DEL CITOESQUELETO DE ACTINA EN CONDICIONES 

DE DISMINUCIÓN DE LA EXPRESIÓN DE FGD6 

Con el fin de investigar la función de FGD6 en las neuronas y evaluar su participación en 

las vías específicas que impactan en la dinámica del citoesqueleto de actina, se 

estableció un modelo de estudio con la expresión del gen FDG6 disminuida, como 

variable independiente, en células de neuroblastoma humano SK-N-SH transfectadas 

con un conjunto de ARN pequeños de interferencia específicos. 

Los resultados presentados en esta Tesis revelaron que la inhibición parcial de FGD6 

produjo una hiperactividad de Rac1. Este resultado fue inesperado ya que previamente 

en osteoclastos, se lo asoció por estructura y mediante un análisis de interactoma como 

GEF de Cdc42 (Steenblock et al., 2014). Por otro lado, recientemente Müller y 

colaboradores (2020) reportaron que en células HEK293T, FGD6 no tiene asociada 

actividad específica para ninguna de las Rho GTPasas canónicas RhoA, Rac1 y Cdc42 y 

que se encuentra asociado a actina en células MDKC (línea celular de riñon canino). 

Nuestros resultados van en concordancia con los reportes más recientes de FGD6, y nos 

permiten hipotetizar que en neuronas ésta proteína actuaría como scaffold 

interaccionando con regulador(es) de la actividad de Rac1. Las diferencias observadas 

entre diferentes sistemas celulares podrían deberse a que la función de FGD6 sea 

contexto específico. Finalmente, recientemente Matsuda y colaboradores (2022) 

reportaron que FGD6 está asociado a Rac1 activo, lo que refuerza la posible interacción 

con esta GTPasa. La hiperactividad de Rac1 descripta en este trabajo aporta nuevas 
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perspectivas en el estudio de desregulación de las Rho GTPasas ya que la mayor parte 

de los trabajos realizados en el Sistema Nervioso relacionados con la actividad de Rac1 

hacen foco en la disminución/pérdida de la actividad de esta GTPasa (Duman et al., 

2021). La hiperactividad de Rac1 en las redes neuronales ha sido poco estudiada, sin 

embargo, podría tener implicancias en el retraso intelectual como describen Zamboni y 

colaboradores (2018). Asimismo, Banka y colaboradores (2022) estudiaron 8 variantes 

missense de Rac1 que resultaban en la activación de esta Rho GTPasa y provocaban 

trastornos del desarrollo neuronal. Estas variantes no sólo aumentaban la actividad de 

Rac1, sino que sobreactivaban a los efectores WAVE/Arp2/3 ubicados río abajo de la vía 

de señalización, lo cual resultaba en una morfología neuronal anormal. 

Está ampliamente caracterizado que la Rho GTPasa Rac1 activa una cascada de fosfo/ 

desfosforilaciones que incluye a PAK, a LIMK y a Cofilina y, regula el turnover de los 

filamentos de actina (revisado en Heasman y Ridley, 2008). Los resultados obtenidos por 

FRET, donde la inhibición parcial de FGD6 resultó en un aumento de la actividad basal 

de Rac1 sugirieron que esta hiperactividad podría estar afectando el estado de 

fosforilación de LIMK1 y de Cofilina, entre otros. Sin embargo, la disminución en la 

expresión de FGD6 no produjo diferencias significativas en los niveles de fosforilación 

de ninguna de estas dos proteínas efectoras. Estudios recientes en un modelo murino 

sugieren que la hiperactividad de Rac1 por pérdida de uno de sus reguladores negativos 

(ArhGAP15) resulta en un aumento de Cofilina fosforilada debido una actividad 

aumentada de la vía que involucra a PAK y LIMK y una disminución en la fosfatasa SSH. 

Estos cambios están asociados a un retraso en el crecimiento axonal, una disminución 

en la arborización dendrítica, y alteración en la densidad sináptica; fenómenos todos 

que conducirían a fallas en el desarrollo intelectual (Zamboni et al., 2018). Estos autores 

trabajaron con un modelo murino de silenciamiento del gen sostenido en el tiempo. La 

ausencia de diferencias en los niveles de fosforilación de LIMK1 y de Cofilina observados 

la presente Tesis puede ser debida a que el silenciamiento de FGD6 fue realizado en 

forma transiente. Por lo tanto, no descartamos que una disminución sostenida en el 

tiempo en los niveles de FGD6 termine impactando en los niveles de fosforilación de 

estas proteínas efectoras en forma similar a lo descripto por Zamboni y colaboradores 

(2018). Asimismo, no podemos descartar que el efecto de la disminución de la expresión 
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de FGD6 puede estar enmascarado porque los análisis fueron realizados con un pool de 

células y la eficiencia de transfección no es del 100%. 

Otro de los efectores de Rac1 evaluados en el presente trabajo fue el complejo 

nucleador de actina Arp2/3. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que al 

disminuir la expresión de FGD6 había una reducción significativa en los niveles proteicos 

de la subunidad Arp2. El complejo Arp2/3, es requerido en varias etapas de desarrollo 

del Sistema Nervioso y está compuesto por siete subunidades: las proteínas 

relacionadas con la actina Arp2 (44 kDa) y Arp3 (47 kDa) y cinco subunidades más (Arpc1-

5) (Rouiller et al., 2008). Está reportado que los niveles proteicos de las 7 subunidades 

deben ser estrictamente regulados para que el complejo se ensamble y desensamble de 

acuerdo con las necesidades biológicas de las células (revisado en Chou y Wang, 2016). 

La desregulación de una o más subunidades resulta en alteraciones en la composición 

del complejo, afectando los procesos neuronales y contribuyendo posiblemente a la 

etiología de enfermedades psiquiátricas y neurológicas (Weitzdoerfer et al., 2002; Kim 

et al., 2013; Spence et al., 2016; Wang et al., 2016; Laboy Cintron et al., 2021).  

No se han explorado en detalle los mecanismos subyacentes a la acumulación y 

degradación de cada subunidad, ni cómo se coordina la expresión de las 7 subunidades 

para diferentes funciones biológicas (revisado en Chou y Wang, 2016). Hasta el 

momento, en el Sistema Nervioso, se estudió y caracterizó la desregulación de las 

subunidades Arpc2, Arpc3 y Arpc4 y su impacto en la alteración de la estequiometria del 

complejo nucleador de actina Arp2/3 (Weitzdoerfer et al., 2002; Kim et al., 2013; Spence 

et al., 2016; Wang et al., 2016; Laboy Cintron et al., 2021). Nuestros resultados indican 

que el silenciamiento parcial de FGD6 resultó en una disminución de los niveles 

proteicos de la subunidad Arp2 del complejo Arp2/3. Este resultado es sumamente 

novedoso ya que hasta la fecha no se ha descripto la desregulación de esta subunidad. 

La disminución específica en los niveles de Arp2 podría no solo afectar la estequiometría 

del complejo sino también impactar en los procesos celulares que requieren de la 

remodelación del citoesqueleto de actina durante el desarrollo neuronal. Si bien está 

descripto que varias subunidades del complejo Arp2/3 incluida la subunidad Arp2 

interactúan con FGD6 (Steenblock et al., 2014), no se ha reportado si dicha interacción 

es directa o indirecta. Sería interesante para futuros estudios investigar y poder 
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determinar cómo es que FGD6, un regulador putativo ubicado río arriba en la vía de 

señalización de Rac1, impacta en la estabilidad de Arp2 y el ensamblaje del complejo 

Arp2/3. 

Resultados preliminares nuestros (no mostrados) sugerirían que el silenciamiento de 

FGD6 resultaría en una hiperfosforilación de la subunidad Arp2 del complejo Arp2/3. 

Está reportado que no sólo la estequiometría correcta es fundamental para la actividad 

del complejo Arp2/3, sino que además es condición necesaria la fosforilación de Arp2 

para que se produzcan los cambios conformacionales que van a permitir la activación 

del mismo (LeClaire L. L. 3rd et al., 2008; Narayanan et al., 2011). Teniendo en cuenta 

que describimos una disminución significativa de los niveles proteicos de Arp2, más lo 

observado para la fosforilación de esta subunidad, es tentador hipotetizar que podría 

haber una suerte de compensación ante la disminución de esta subunidad mediante una 

hiper activación del complejo nucleador de actina para que pueda ejercer su función en 

la ramificación de actina. Sin embargo, son necesarios experimentos adicionales para 

confirmar la hiperfosforilación de Arp2. 

Como se mencionó anteriormente, se ha reportado que la hiperactividad de Rac1 

resultaba en alteraciones morfológicas de las neuronas (Zamboni et al, 2018; Banka et 

al., 2022). En el presente trabajo y en consonancia con lo descripto, observamos que la 

interferencia de FGD6 resultó en un aumento de la actividad de Rac1, en una 

disminución drástica en la marcación de actina F y produjo alteraciones morfológicas en 

la línea celular de neuroblastoma humano SK-N-SH. En particular, observamos que las 

células silenciadas, presentaban una morfología más alargada mientras que otras 

exhibieron un tamaño mayor al esperado.  

Con el fin de caracterizar más en profundidad la causa de la disminución drástica de los 

filamentos de actina, evaluamos el contenido total de actina. Los resultados obtenidos 

evidenciaron que las células donde se silenció parcialmente a FGD6 no presentaron 

diferencias significativas de los niveles de actina total con respecto a los niveles 

observados en las células control. Este resultado nos sugirió que la interferencia de FGD6 

afectaría la formación/ramificación de los filamentos de actina, sin modificar el 

contenido total de actina. Sin embargo, la inhibición parcial de FGD6 no afectó la 

cantidad de actina F (incorporada en el citoesqueleto) frente al contenido de actina G 
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(que se encuentra libre en el citosol), es decir, no afectó la dinámica de la actina. A pesar 

de esta observación, no descartamos que una disminución sostenida en el tiempo en los 

niveles de FGD6 terminen impactando en la dinámica de polimerización/ 

despolimerización de los filamentos de actina y que no hayamos podido determinarlo 

dado que el ensayo de transfección con siRNAs tuvo un efecto transiente. Asimismo, y 

como se mencionó anteriormente, la eficiencia de transfección de los siRNAs no es del 

100% y el tipo de análisis se realizó con un pool de células. 

En éste trabajo se analizó la relación de FGD6 con Rac1, cuya asociación ha sido 

recientemente reportada (Matsuda et al., 2022). Sin embargo, existen evidencias de que 

FGD6 también interactúa con Rac2 (Steenblock et al., 2014). La familia de Rac esta 

compuesta por 3 miembros codificados por distintos genes: Rac1, Rac2 y Rac3. Rac3 

presenta alta identidad de secuencia (88–92%) con las otras dos isoformas y es muy 

abundante en Sistema Nervioso (revisado en de Curtis, 2008). Por lo tanto, no podemos 

descartar que parte de los resultados obtenidos en este trabajo puedan deberse a una 

posible interacción de FGD6 con Rac3. Al respecto, Zamboni y colaboradores (2018) 

sugieren que la pérdida de función del regulador ArhGAP15 resulta en alteraciones 

similares a las descriptas para modelos con pérdida de función de Rac1/3.   

En resumen en este trabajo describimos que el silenciamiento de FGD6 produjo la 

hiperactividad de Rac1, una probable modificación de la estequiometría del complejo 

Arp2/3 y una disminución de la actina F detectada por falodina. Estos resultados nos 

sugieren que FGD6 es un modulador de la dinámica del citoesqueleto de actina. De lo 

mencionado hasta aquí se hace evidente la necesidad de evaluar el impacto de la 

desregulación de las Rho GTPasas en un contexto de análisis fino de sus moduladores, 

como sería FGD6, lo que permitiría obtener información mucho más certera de los 

mecanismos de acción de las mismas para así poder comprender con exactitud su 

participación en procesos fisiológicos y patológicos.  

3. EXPRESIÓN DE FGD6 EN LA EPILEPSIA FOCAL AUTOLIMITADA DE LA INFANCIA 

Mutaciones en FGD6 se asocian con degeneración macular, autismo y epilepsia (Huang 

et al., 2016; Thognak et al., 2018; Casalia et al., 2021). Con el fin de investigar las 

implicancias de puede tener la mutación p.E276G en homocigosis presente en FGD6 en 
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pacientes con Epilepsia Focal Autolimitada de la Infancia (SFEC) sobre el citoesqueleto 

de actina, trabajamos con fibroblastos provenientes de sujetos wild type, heterocigotas 

y homocigotas para FGD6 mutado y células pluripotentes inducidas (hIPS) generadas a 

partir de los grupos de fibroblastos mencionados anteriormente. 

Nuestros resultados obtenidos en el Neuroepitelio generado a partir de hiPS mostraron 

que la mutación p.E276G en homocigosis en FGD6 se asocia con una acumulación 

anómala de la proteína perinuclear y en la membrana plasmática. Está ampliamente 

descripto que la proteostasis se mantiene mediante múltiples vías celulares, incluida la 

síntesis de proteínas, el control de calidad y la degradación. Un desequilibrio de la 

proteostasis, asociado con el mal plegamiento y la agregación de proteínas puede 

interferir con los procesos biológicos por la toxicidad celular que generan los agregados. 

Extensas evidencias han puesto de manifiesto que los agregados de proteínas podrían 

producir toxicidad más pronunciada en las neuronas que en otros tipos de células, en 

parte debido a que las neuronas son células altamente polarizadas y las actividades 

sinápticas asociadas a las mismas (revisado en Lim y Yue, 2015). Está reportado que 

múltiples enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer (EA), 

la enfermedad de Parkinson (EP), la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) y la enfermedad 

de Huntington (EH), podrían tener mecanismos patológicos celulares y moleculares 

comunes, caracterizados por el mal plegamiento de proteínas que conduce a la 

agregación y acumulación de las mismas interfiriendo con los procesos neuronales 

(revisado en Argueti-Ostrovsky et al., 2021). Así la agregación y acumulación de la 

proteína tanto en la membrana plasmática como en la región perinuclear reportada en 

este trabajo podrían causar alteraciones en la función celular. Asimismo, esta mutación 

en homocigosis recesiva podría asociarse con pérdida/disminución de la actividad de 

FGD6 con la consecuente alteración de las vías de señalización en las que participa y 

podría contribuir al desarrollo de la SFEC.  

Por otro lado, los fibroblastos de los pacientes con la mutación en homocigosis 

presentaron el citoesqueleto de actina alterado, similar a lo descripto con el 

silenciamiento; recapitulando los hallazgos in vitro y acompañando la hipótesis de que 

FGD6 mutado en SFEC ha perdido/disminuido su función. Nuestros resultados se ven 

acompañados por los descriptos por Huang y colaboradores (2016), quienes reportaron 
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un polimorfismo de FGD6 en la posición c.986A>G el cual produce un cambio de lisina 

por arginina en la proteína resultante en la posición 329 (p.K329R) asociado a 

degeneración macular. La mutación p.K329R en FGD6 resulta en alteraciones en la 

localización celular de la proteína y en el citoesqueleto de actina en células endoteliales 

microvasculares de la retina humana (Huang et al., 2016); sin embargo, los autores no 

van más allá en los posibles mecanismos involucrados. El polimorfismo mencionado 

previamente se encuentra en el exón 2 de FGD6 muy próximo al descripto en esta Tesis. 

El hecho de que ambas mutaciones se encuentran en la región laxa de la proteína 

sugeriría que esta región es importante para la correcta función de FGD6. 

Finalmente, sería interesante estudiar en profundidad la posible participación de FGD6 

en la epileptogénesis, dado que nuestros resultados muestran cierta similitud a lo 

reportado por otros grupos de investigación que estudiaron como las convulsiones 

producían una disminución de la polimerización de la actina F (Ouyang et al., 2007; Xiong 

et al., 2015; Yang et al., 2019; Yang et al., 2020). Una información más detallada sobre 

los mecanismos reguladores involucrados puede conducir en última instancia a nuevas 

estrategias terapéuticas para tratar las convulsiones o prevenir los déficits 

neurocognitivos en la epilepsia. 

Los resultados de esta sección en su conjunto nos ayudan a empezar a dilucidar la 

fisiopatología de las SFEC: sabemos que FGD6 está asociado a la enfermedad y que 

cumple una función como modulador del citoesqueleto de actina neuronal; que la 

mutación p.E276G en homocigosis resulta en la agregación de la proteína causando 

posiblemente una disminución/ pérdida de su actividad; que FGD6 mutado en pacientes 

con SFEC afecta el citoesqueleto de actina y perturba la actividad neuronal, como se 

reportó previamente (Casalía et al., 2021), y que esta la función neuronal alterada se 

asocia con un síndrome epiléptico. De todo lo mencionado anteriormente destacamos 

la relevancia que tiene poder dilucidar cuáles son las vías de señalización afectadas en 

las SFEC y la importancia de poder caracterizar las proteínas implicadas en esas vías, así 

como los efectos de las mutaciones en dichas proteínas. Particularmente, esclarecer 

cómo es la regulación que ejerce FGD6 en la vía de señalización del citoesqueleto de 

actina podría aportar un nuevo blanco terapéutico para el tratamiento de diferentes 

desórdenes neurológicos. 
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1- CONCLUSIÓN FINAL 

La expresión de FGD6 se encuentra finamente regulada durante la diferenciación 

neuronal y presenta características estructurales que lo proponen como un modulador 

central en vías de señalización neuronales. La inhibición de FGD6 afecta vías 

intracelulares que impactan en el citoesqueleto de actina, pudiendo así alterar la 

morfología y la función celular. Los resultados presentados en esta Tesis permiten 

comenzar a esclarecer el mecanismo por el cual FGD6 modula vías de señalización de 

Rac1, pudiendo ser de manera directa y/o indirecta, a través de factor(es) que 

interacciona(n) con los distintos componentes de las mismas (Figura D1). Finalmente, 

los hallazgos obtenidos ayudan a comenzar a comprender la posible contribución de 

FGD6 no sólo sobre la fisiopatología de enfermedades neurológicas como la SFEC, sino 

también sobre los mecanismos básicos del desarrollo y la función neuronal. 

 

Figura D1. El silenciamiento de FGD6 causa efectos en el citoesqueleto de actina: produce la 

hiperactividad de Rac1, la disminución en los niveles de Arp-2 y una disminución drástica en la 

marcación de actina filamentosa (indicando la despolarización de los filamentos), sin cambios en el 

contenido de actina total. Estos resultados nos sugieren que FGD6 es un modulador de la dinámica del 

citoesqueleto de actina y que su silenciamiento de causa efectos que podrían impactar en la 

diferenciación y actividad neuronal. 
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2- CONCLUSIONES GENERALES 

2.1 La región N-terminal de FGD6 presenta una región intrínsecamente desordenada o 

IDR, con mayor probabilidad de interactuar con otros dominios/proteínas ordenadas 

entre las posiciones aminoacídicas 760 y 880; y presenta numerosos sitios posibles de 

fosforilación en la región adyacente a la zona predicha como IDR que podrían estar 

implicadas en cambios conformacionales de la proteína, regulando posiblemente una 

autoinhibición y/o interacción con otras proteínas. Dadas estas características 

estructurales, FGD6 podría actuar como scaffold en las vías de señalización de Rac1. 

2.2 La disminución en la expresión de FGD6 produjo: 

✓ Hiperactividad de Rac1: está reportado que la hiperactividad de esta Rho GTPasa 

produce una alteración en la dinámica del citoesqueleto de actina y ésto está 

asociado a deficiencias cognitivas y a trastornos del desarrollo neuronal 

(Zamboni V et al., 2018; Banka et al., 2022). 

✓ Una disminución significativa de los niveles de Arp2: ésto podría afectar no sólo 

la estequiometría del complejo, sino también impactar en el largo axonal, el 

desarrollo de espinas dendríticas y la actividad neuronal, entre otros. 

✓ Alteraciones en la expresión de actina F y la morfología celular: ésto podría 

impactar en la regulación de la correcta función neuronal y contribuir así al 

desarrollo de enfermedades. 

2.3 La mutación p.E276G en homocigosis recesiva en FGD6 resulta en la agregación de 

la proteína causando posiblemente una disminución/ pérdida de su actividad. Asimismo, 

FGD6 mutado afecta el citoesqueleto de actina. Los efectos en el citoesqueleto podrían 

impactar en la diferenciación y actividad neuronal previamente descriptas (Casalía et al., 

2021), posiblemente contribuyendo a la fisiopatología de la SFEC. 

En conjunto, los resultados originales de esta Tesis permitieron determinar que FGD6 

está asociado al correcto funcionamiento del citoesqueleto de actina y que 

alteraciones en su expresión/ función afectan el citoesqueleto pudiendo impactar en 

la diferenciación y actividad neuronal.
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1- Cultivo celular 

1.1 Mantenimiento de las células SK-N-SH 

Las células de la línea celular de neuroblastoma humano SK-N-SH (ATCC® HTB-11) se 

mantuvieron en medio “Dulbecco´s Modified Eagle Medium” (DMEM)(GIBCO) 

adicionado con SFB (Internegocios) al 10% y suplementado con L-glutamina 2 mM, 

aminoácidos no esenciales 0.1 mM, penicilina 50 IU/ml y estreptomicina 50 mg/ml. El 

medio fue renovado cada 48h. Las células fueron crecidas en estufa a 37 °C en atmósfera 

con 5% de CO2 y utilizadas en los ensayos descriptos posteriormente en este capítulo. A 

lo largo de todo el trabajo se utilizaron células entre los pasajes 18 a 28. 

1.2 Mantenimiento de células de fibroblastos humanos y células pluripotentes 

inducidas (hiPS) 

Los fibroblastos provenientes de sujetos wild type, heterocigotas y homocigotas para la 

mutación p.E276G en FGD6, y las células pluripotentes inducidas (hiPS) obtenidas a 

partir de la reprogramación celular de dichos grupos de fibroblastos, fueron cedidas 

gentilmente por el Dr. Pitossi, jefe del Laboratorio de Terapias Regenerativas y 

Protectoras del Sistema Nervioso Central, Fundación Instituto Leloir-IIBBA-CONICET. 

 1.2.1 Fibroblastos humanos 

Los fibroblastos provenientes de sujetos wild type, heterocigotas y homocigotas para la 

mutación p.E276G en FGD6 fueron sembrados en placas de 24 pocillos sobre vidrios de 

12 mm de diámetro previamente tratados con poliornitina/laminina. Los fibroblastos se 

mantuvieron en medio DMEM alta glucosa (GIBCO) adicionado con SFB (GIBCO) al 20% 

y suplementado con L-glutamina (SIGMA) 2 mM, aminoácidos no esenciales 0.1 mM, 

anfotericina B (Invitrogen) 0.3 µg/ml, penicilina 100 IU/ml y estreptomicina 100 µg/ml. 

El medio fue renovado cada 48h. Las células fueron crecidas en estufa a 37 °C en 

atmósfera con 5% de CO2 y utilizadas en los ensayos descriptos posteriormente en este 

capítulo. 

  

https://www.atcc.org/products/all/HTB-11.aspx
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 1.2.2 Producción de fibroblastos murinos embrionarios (MEFs) 

Todos los procedimientos se llevaron a cabo según el protocolo aprobado por la 

Comisión Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) 

de la Fundación Instituto Leloir.  

Para la producción de fibroblastos murinos embrionarios (MEF) se utilizaron ratones 

hembra CF1 de 12.5 días de gestación según Nagy y colaboradores (2006). Brevemente, 

se sacrificaron las hembras por dislocación cervical y se removió el útero. Este se colocó 

en un tubo de 50 ml con PBS suplementado con penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 

µg/ml y anfotericina B 0.3 µg/ml en hielo. Bajo flujo laminar, se colocaron los embriones 

en una placa de Petri de vidrio, se separaron de la placenta y del saco vitelino. Se 

procedió con la disección de manera de separar la cabeza y las vísceras coloreadas de 

rojo para ser descartadas. Se realizó un lavado con PBS y se colocó en una nueva placa 

de Petri de vidrio para triturar mecánicamente con bisturí. Se colocó el material en un 

tubo Falcon de 50 ml y se realizó una digestión enzimática con tripsina (Invitrogen) 

(dilución 1:3 de solución de 0.05% tripsina + 0.02% EDTA) durante 45 min a 37 °C en 

atmósfera con 5% de CO2. Luego del tiempo establecido se agregó medio MEF 

compuesto por medio DMEM alta glucosa (Invitrogen) suplementado con SFB 

(Internegocios) al 10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 µg/ml y glutamina 2 mM 

hasta completar el volumen del tubo Falcon y se dejó decantar la preparación por 20 

min. Luego se tomó el sobrenadante y se colocó en un nuevo tubo. Este se centrifugó a 

temperatura ambiente por 5 min a 1000 rpm. Se aspiró el medio y se resuspendió en 

pellet de células en medio MEF. Se plaqueó en una cantidad equivalente a 1‐2 embriones 

por cada p150 (Greiner Bio‐One) para realizar la expansión del cultivo. En pasaje 4 las 

muestras fueron irradiadas a 6000 rads, y congeladas para su posterior utilización como 

“capa alimentadora” o “feeder layer” a una densidad de 1.106 células/criotubo. 

 1.2.3 Células Pluripotentes Inducidas (hiPS) 

Las células pluripotentes inducidas (hiPS) provenientes de fibroblastos wild type, 

heterocigotas y homocigotas para la mutación p.E276G en FGD6 fueron sembradas en 

placas de seis pocillos previamente tratadas con gelatina 0.1% (SIGMA) y una feeder 

layer de MEFs con una densidad de 16.000 células/cm2. Las hiPS se mantuvieron en 
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medio CMR (célula madre reprogramada) completo compuesto por medio DMEM/F12 

(Invitrogen) suplementado con Knockout Serum Replacement (KSR) (Invitrogen) al 20%, 

aminoácidos no esenciales (Invitrogen) 0.1 mM, 2‐β-mercaptoetanol (Invitrogen) 0.1 

mM, L-glutamina (SIGMA) 2 mM, anfotericina B (Invitrogen) 0.3 µg/ml, penicilina 

(Invitrogen) 100 U/ml y estreptomicina (Invitrogen) 100 µg/ml con el agregado en el 

momento de FGF2 (Peprotech) 20 ng/ml, renovándolo cada 48h. Las células fueron 

crecidas en estufa a 37 °C en atmósfera con 5% de CO2 y utilizadas como se describe más 

adelante. 

1.3 Protocolos de diferenciación celular 

 1.3.1 Diferenciación de células SK-N-SH 

Las células SK-N-SH fueron diferenciadas siguiendo el protocolo de Preis y colaboradores 

(1998) con modificaciones. Brevemente, las células fueron sembradas en placas de seis 

pocillos a una densidad celular de 30.000 células por pocillo, y a las 24h fueron tratadas 

con all-trans ácido retinoico (AR) (Sigma) 10 µM durante 9 días. Se renovó el medio y el 

AR cada 48 h. Los controles fueron tratados con DMSO, vehículo en el cual se disolvió el 

ácido retinoico. A 3, 6 y 9 días del tratamiento, las células fueron cosechadas, se extrajo 

el ARN y se determinó su concentración con un espectrofotómetro NanoDrop 2000 

(ThermoFisher Scientific). Todo el material aislado se almacenó en solución a -80°C hasta 

su uso.  

1.3.2 Protocolo de Diferenciación de hiPS a Neuroepitelio (NE) 

Las células pluripotentes inducidas (hiPS) fueron sometidas a un protocolo de 

diferenciación a NE desarrollado en el laboratorio del Dr. Pitossi (Casalia et al., 2021). 

Brevemente, las colonias de hiPS se disgregaron en forma mecánica y fueron 

transferidas a una placa no adherente de 6 pocillos para ser crecidas en suspensión e 

iniciar el proceso de diferenciación y formación de agregados. Estas colonias de hiPS en 

suspensión fueron mantenidas 48 h en medio CMR completo para luego ser transferidas 

a un medio de inducción neural (1er suspensión) realizando cambios cada 48 h por 

decantación durante 7 días. Los primeros 5 días el medio utilizado fue NIM1 compuesto 

por medio DMEM/F12 (Invitrogen) suplementado con KSR (Invitrogen) al 20%, 
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aminoácidos no esenciales (Invitrogen) 0.1 mM, 2‐β-mercaptoetanol (Invitrogen) 0.1 

mM, L-glutamina (SIGMA) 2 mM, anfotericina B (Invitrogen) 0.3 µg/ml, penicilina 

(Invitrogen) 100 U/ml y estreptomicina (Invitrogen) 100 µg/ml. Y los últimos 2 días se 

incubaron en medio NIM2 compuesto por DMEM/F12 (Invitrogen) suplementado con L- 

glutamina 2 mM, aminoácidos no esenciales (Invitrogen) 0.1 mM, anfotericina B 

(Invitrogen) 0.3 µg/ml, N2 1X, heparina 2 ug/ml, penicilina (Invitrogen) 100 U/ml y 

estreptomicina (Invitrogen) 100 µg/ml. El día 8 los agregados fueron transferidos a 

placas pretratadas con gelatina 0.1% y SFB (GIBCO) para su adhesión (1ra adhesión) y se 

mantuvieron en medio definido para NE (medio NIM2) realizando cambios cada 48 h 

durante 10 días. Transcurrido ese tiempo (día 17) el NE primitivo obtenido fue 

disgregado y las rosetas neurales transferidas para ser crecidas nuevamente en 

suspensión (2da suspensión) durante 8 días en medio NIM3 compuesto por medio 

DMEM/F12 (Invitrogen) suplementado con KSR (Invitrogen) al 20%, aminoácidos no 

esenciales (Invitrogen) 0.1 mM, 2‐β-mercaptoetanol (Invitrogen) 0.1 mM, L-glutamina 

(SIGMA) 2 mM, anfotericina B (Invitrogen) 0.3 µg/ml, penicilina (Invitrogen) 100 U/ml, 

estreptomicina (Invitrogen) 100 µg/ml, cAMP 1 µM, B27 1X e IGF‐1 2.5 ng/ml. El día 25 

de iniciado el protocolo los cultivos fueron adheridos (2da adhesión) sobre una 

superficie pretratada con poliornitina/laminina para iniciar la diferenciación final 

durante 6 semanas adicionales (10 semanas tiempo total de diferenciación) en medio 

de diferenciación neural NDM compuesto por medio Neurobasal: DMEM/F12 (50:50) 

suplementado con L-glutamina 2 mM, aminoácidos no esenciales 0.1 mM, anfotericina 

B 0.3 µg/ml, N2 1X, heparina 2 µg/ml, BDNF 10 ng/ml, GDNF 10 ng/ml, B27 1X, ácido 

ascórbico 10 ng/ml, cAMP 1 µM, IGF‐1 10 ng/ml, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 

100 µg/ml, renovado cada 48 h. Al alcanzar las 8 semanas de diferenciación los cambios 

de medio se realizaron cada 96 h. Una vez alcanzado el tiempo de diferenciación de 10 

semanas, el NE obtenido fue fijado con paraformaldehído (PFA) 4% durante 10 min a 

temperatura ambiente para evaluar la expresión de la proteína FGD6 por 

inmunocitoquímica.  
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2- Silenciamiento de FGD6 mediante ARN pequeños de interferencia (siRNA) 

2.1 Muestras para Western Blot o RT-qPCR 

Se sembraron 300.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos. A las 24 h, se removió 

el medio de las células, se agregaron 800 μl de medio completo nuevo por pocillo y se 

transfectaron las células. Para la transfección se utilizó el sistema Lipofectamine2000 

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, para cada reacción 

se prepararon 2 tubos con 100 μl de OPTI-MEM (ThermoFisher Scientific) cada uno. En 

un primer tubo se adicionaron 6 μl de Lipofectamine2000 y se agitó vigorosamente. En 

un segundo tubo se agregaron 2 μl de una mezcla 20 μM de 4 ARN de interferencia 

(siRNA) específicos para FGD6 (Dharmacom) (Tabla M1) para obtener una concentración 

final de 20 nM de siRNA por pocillo. Se mezcló el contenido de ambos tubos, se agitó 

vigorosamente y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente se 

agregó la mezcla en el pocillo correspondiente con un volumen final de 2 ml. Como 

control se utilizó el conjunto de siRNA desordenados (Scramble) “ON-TARGETplus Non-

targeting control pool” (Dharmacom) (Tabla M1). Una vez agregada la mezcla de 

transfección, se cultivaron las células durante 72 h y posteriormente fueron procesadas 

para su análisis de acuerdo con el ensayo realizado. 

2.2 Muestras para Inmunoflourescencia 

En placas de 24 pocillos se colocaron vidrios de 12 mm de diámetro tratados 

previamente con una solución de poli-L-lisina (10 μg/ml) para facilitar la adhesión de las 

células. Al día siguiente, se lavaron con agua estéril a fin de remover cualquier exceso 

del reactivo. Un día antes de la transfección, se sembraron 40.000 células SK-N-SH sobre 

los vidrios. Para llevar a cabo el silenciamiento de FGD6 se utilizó el sistema 

Lipofectamine2000 descripto en 2.1, respetando la relación 1:3 siRNA: 

Lipofectamine2000. Brevemente, para cada reacción se prepararon 2 tubos con 50 μl de 

OPTI-MEM (ThermoFisher Scientific) cada uno. En un primer tubo se adicionaron 3 μl de 

Lipofectamine2000 y se agitó vigorosamente. En un segundo tubo se agregó 1 μl de una 

mezcla 20 μM de 4 ARN de interferencia (siRNA) específicos para FGD6 (Dharmacom) 

(Tabla M1) para obtener una concentración final de 20 nM de siRNA por pocillo. Se 

mezcló el contenido de ambos tubos, se agitó vigorosamente y se incubó durante 10 
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min a temperatura ambiente. Finalmente se agregó la mezcla, en el pocillo 

correspondiente con un volumen final de 1 ml. Como control se utilizó el conjunto de 

siRNA desordenados (Scramble) (Dharmacom) (Tabla M1). Una vez agregada la mezcla 

de transfección, se cultivaron las células durante 48 h y luego fueron fijadas con 

paraformaldehído (PFA) 4% durante 10 min a temperatura ambiente para su análisis. 

Tabla M1. Secuencias de los siRNAs provistos por Dharmacon con el objetivo de reducir los 

niveles de ARNm de FGD6 en células SK-N-SH. La empresa garantiza que las secuencias 

silenciarán la expresión del gen objetivo en al menos un 75 % a nivel de ARNm. 

Especie Nombre del siRNA Secuencia 5´a 3´ 

Humano, rata y ratón Non-targeting 
control pool 1 

UGGUUUACAUGUCGACUAA 

Humano, rata y ratón Non-targeting 
control pool 2 

UGGUUUACAUGUUGUGUGA 

Humano, rata y ratón Non-targeting 
control pool 3 

UGGUUUACAUGUUUUCUGA 

Humano, rata y ratón Non-targeting 
control pool 4 

UGGUUUACAUGUUUUCCUA 

Humano siRNA FGD6 1 GAAGGGACCGGUUUUAUAA 

Humano siRNA FGD6 2 GAAUUCCGAGUCUAAAGUA 

Humano siRNA FGD6 3 CUAAGCAGCUCAAAUUAAC 

Humano siRNA FGD6 4 GCUCGUCUGUUACGCCAAA 

3-Cultivo primario de neuronas corticales 

Este estudio fue llevado adelante en estricta conformidad con las guías para el cuidado 

y uso de animales de laboratorio del National Research Council (US). Los protocolos 

fueron revisados y aprobados por el CICUAL de la Fundación Instituto Leloir. 

Los cultivos primarios fueron realizados como describe Castelletto y col. (2017) con 

modificaciones. Brevemente, se utilizaron embriones de 16-17 días de gestación a los 

cuales se sacrificó por decapitación previa anestesia y se removió el cerebro. 

Posteriormente se separaron las cortezas libres de meninges que se resuspendieron en 

la solución comercial “Hank's Balanced Salt Solution” (HBSS) (Gibco). El tejido se incubó 
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con 4 ml de tripsina-EDTA 25% (Gibco) durante 20 min a 37°C. Una vez finalizada la 

incubación, el tejido fue centrifugado a 1.000 rpm durante 2 min, resuspendido en 

DMEN (GIBCO) adicionado con SFB (Internegocios) al 10% e incubado durante 10 min a 

37°C. A continuación, el tejido fue lavado con DMEM (GIBCO) suplementado con SFB 

(Internegocios) al 10% e incubado 10 min a temperatura ambiente. Inmediatamente se 

procedió a la disgregación del tejido en 1 ml de medio Neurobasal (GIBCO) hasta que la 

solución se tornó homogénea. Se dejó decantar la solución durante 10 min, se centrifugó 

a 1.000 rpm durante 1 min y se resuspendió en medio Neurobasal (GIBCO) 

suplementado con B27, L-glutamina 0.5 mM, penicilina 50 IU/ml y estreptomicina 50 

mg/ml (GIBCO). Las células se sembraron en material previamente recubierto con poli-

L-lisina (Sigma) 1 mg/ml acorde a los requerimientos de cada experimento planteado e 

incubadas en estufa a 37 °C en atmósfera con 5% de CO2. Tres días luego de realizado el 

cultivo (DIV3, días in vitro), se trató a las células durante tres días con arabinósido de 

citosina (AraC) (Sigma) a una concentración final de 1 μM para inhibir la proliferación 

glial sin afectar la sobrevida neuronal. Luego de este periodo, se agregó medio fresco a 

las neuronas. Con este protocolo se logró obtener un cultivo celular con un 90-95% de 

neuronas. A 3, 7, 10 y 14 días de la diferenciación neuronal, las células fueron congeladas 

a -80°C o fijadas con paraformaldehído (PFA) 4% por 10 min a temperatura ambiente 

para su posterior análisis. 

4-Inmunofluorescencia 

Las células descriptas en las secciones anteriores que fueron fijadas con PFA 4% en 

buffer fosfato (PB) 0.1 M por 10 min a temperatura ambiente, fueron utilizadas en esta 

sección para los ensayos de inmunocitoquimica. Las células fijadas se lavaron con PBS a 

fin de remover cualquier exceso de solución fijadora. Posteriormente, las células fueron 

permeabilizadas con PBS-Tritón X-100 0.1% durante 20 min y a continuación incubadas 

con una solución de bloqueo de PBS-Tritón X‐100 0.1% con suero de burro (Sigma-

Aldrich) al 1% durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se realizó la 

incubación con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla M2) diluidos en 

solución de bloqueo durante 16 h a 4°C. Al día siguiente, se realizaron 2 lavados con 

buffer PB 0.1 M, se agregó una dilución 1/2000 del reactivo de Hoescht 33258 (SIGMA) 

durante 5 min para la detección de núcleos, del cual se removió el excedente mediante 
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3 lavados con buffer PB 0.1 M. Posteriormente, las muestras se incubaron con el 

anticuerpo secundario correspondiente conjugado a un fluoróforo (Tabla M3) diluido en 

buffer PB 0.1 M por 2 h a temperatura ambiente. Para evaluar los filamentos de actina, 

las células fueron incubadas con faloidina (sonda de alta afinidad para actina F) 

conjugada a rodamina (Thermofisher) durante 16 h a 4°C. Finalmente se realizó un 

lavado con buffer PB 0.1 M y las células se montaron sobre cubreobjetos utilizando 

gelvatol (Calbiochem) como agente preservante. Las imágenes fueron obtenidas con un 

microscopio confocal Zeiss-LSM 510 META y analizadas con el software ImageJ. 

Tabla M2. Anticuerpos primarios empleados en Inmunofluorescencia. 

Anticuerpo Primario Especie de origen Marca y código Dilución de uso 

anti-FGD6 Conejo Aviva OAAB07348 1/400 

anti-Tubulina BIII Ratón Abcam ab78078 1/1000  

anti-GFAP Conejo DAKO N1506 1/700 

 

Tabla M3. Anticuerpos secundarios empleados en Inmunofluorescencia. 

Anticuerpo Secundario Especie de origen Marca y código Dilución de uso 

anti-conejo-Alexa488 Burro Jackson 711-451-152 1/1500 

anti-ratón-Cy3 Burro Jackson 715-165-150 1/1000  

anti-conejo-Cy5 Burro Jackson 711-175-152 1/2000 

5-Transmisión de Energía de Resonancia (FRET) 

5.1 Vectores Raichu-Rac1 y Raichu-Cdc42 

Para los ensayos de esta sección, se utilizaron los plásmidos Raichu-Cdc42 y Raichu-Rac1 

que reportan el equilibrio local entre las actividades de los factores intercambiadores de 

nucleótidos de guanina (GEF) y las proteínas activadoras de GTPasa para Rac1 y Cdc42. 

Estos vectores expresan un biosensor que, dependiendo del grado de activación de 

Rac1/ Cdc42, cambia los niveles de FRET entre las proteínas fluorescentes codificadas 
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en el mismo vector (Itoh et al., 2002). El vector Raichu-Rac consiste, desde el extremo 

amino terminal, en YFP (aminoácidos [aa] 1 a 239), un espaciador (Leu-Asp), la secuencia 

CRIB de PAK1 (aa 68 a 150), un espaciador (Ser-Gly-Gly-Thr-Gly-Gly-Gly-Gly-Thr), Rac1 

(aa 1 a 176), un espaciador (Gly-Gly-Arg), CFP (aa 1 a 237), un espaciador (Gly-Arg-Ser-

Arg), y la secuencia CAAX box de Ki-Ras (aa 169 a 188). En el vector Raichu-Cdc42, Rac1 

fue reemplazado por Cdc42 (aa 2 a 176).  

5.2 FRET 

Se sembraron 20.000 células de la línea SK-N-SH sobre vidrios de 12 mm en una placa 

de 24 pocillos. Las células fueron transfectadas con el sistema Lipofectamine2000 

descripto en 2. Se utilizaron 800 ng de cada biosensor y 0.5 uL de siRNA FGD6 20 μM por 

condición, en un volumen total de 250 μl por well. La reacción se realizó en medio 

OPTIMEM (ThermoFisher Scientific), en ausencia de suero y antibióticos. Luego de 2 h, 

el medio de transfección se reemplazó completamente por DMEM suplementado con 

SFB al 10%. Las células se cultivaron 48 h en este medio y se fijaron con 4% PFA/sacarosa 

en PBS 1X durante 20 min a temperatura ambiente. Luego, los preparados se 

conservaron con gelvatol. Para estimar la eficiencia de FRET, se excitó el donor (CFP) con 

láser 433 nm y la emisión se recolectó a 475 nm. El canal de FRET se excitó con láser 433 

nm y la emisión se recolectó a 527 nm. La eficiencia de FRET se estimó dividiendo el 

canal FRET por el donor. La imagen resultante se multiplicó por la máscara binaria del 

donor para desestimar señales fuera del rango 0-1.  

6-Obtención de Actina filamentosa (F) y Actina monomérica (G) 

A partir de células SK-N-SH transfectadas con siRNA FGD6 como se mencionó 

anteriormente en la sección 2.1, se obtuvieron fracciones celulares de actina F y de 

actina G y se determinó la relación entre las mismas siguiendo el protocolo de 

Pyronneau y colaboradores (2017), con modificaciones. Brevemente, 48 h post 

transfección, las células fueron lavadas con PBS y luego, lisadas con 0.5 ml de buffer de 

lisis frío [K2HPO4 10 mM, NaF 100 mM, KCl 50 mM, MgCl2 2 mM, EGTA 1 mM, DTT 0.2 

mM, Triton X-100 0,5%, sacarosa 1 mM, (pH 7,0)] durante 45 min en hielo. A 

continuación, se realizó una centrifugación a 13.000 g durante 45 min a 4°C y el 

sobrenadante conteniendo actina G se transfirió a un tubo nuevo. El pellet con actina F 
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se resuspendió en 0.5 ml de una mezcla de partes iguales de buffer de lisis con un 

segundo buffer [clorhidrato de guanidinio 1.5 mM, acetato de sodio 1 mM, CaCl2 1 mM, 

ATP 1 mM, tris-HCl 20 mM, (pH 7,5)] y luego se incubó en hielo durante 1 h con agitación 

suave cada 15 min. Este paso permitió la conversión de la actina F en actina G. Las 

muestras se centrifugaron a 13.000 g durante 45 min a 4°C y el sobrenadante (actina G 

proveniente de la actina F) se transfirió a un tubo nuevo. Se evaluó el contenido de 

actina F y actina G mediante el ensayo de Western Blot. 

7-Extracción de proteínas, SDS-PAGE y Western Blot  

7.1 Extracción de proteínas 

Las células descriptas previamente en la sección 2.1 fueron homogenizadas en solución 

“Radioinmuno-precipitation assay” (RIPA) (Tris-HCl 50 mM pH 8; NaCl 150 mM; 

deoxicolato de sodio al 0,5%; Triton X-100 al 1%) suplementada con SDS al 1% e 

inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM; EDTA 5 mM; EGTA 5 mM; leupeptina 5 μg/ml; 

aprotinina 10 μg/ml; pepstatina 1 μg/ml) y de fosfatasas (fluoruro de sodio 50 mM y 

ortovanadato de sodio 5 mM). Las muestras fueron sonicadas durante 1 min 30 seg a 

4°C. Luego, se centrifugaron a 14.000 rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante obtenido 

se guardó a -80°C hasta su utilización. La concentración de proteínas se determinó con 

el kit comercial Ensayo de proteínas Pierce™ BCA™ (Thermofisher) siguiendo las 

instrucciones del fabricante.  

7.2 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida tris-tricina (SDS- PAGE) 

y Western Blot 

Los extractos proteicos anteriormente preparados en las secciones 6 y 7.1 se diluyeron 

en buffer Laemmli (SDS al 2%, Tris-HCl 62.5 mM, glicerol al 10%, pH 6.8) con DTT 

(concentración final de 1 mM) y se desnaturalizaron a 100°C durante 10 min.  

Se sembraron 20-50 µg de proteínas/calle en geles de poliacrilamida Tris-Tricina al 7.5% 

o 12.5%. Los geles se prepararon con buffer Tris-HCl 3 M, SDS al 0.3% pH 8,43 y glicerol 

al 10.6% (v/v). La polimerización del gel fue realizada en presencia de persulfato de 

amonio 0.1% (p/v) y TEMED 0.05% (p/v). 
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La corrida electroforética se realizó a 90 V con buffer ánodo (Tris-HCl 0.2 M, pH 8.9) y 

buffer cátodo (Tris-HCl 25 mM, glicina 195 mM y SDS al 0.1%, pH 8.3). Posteriormente, 

las proteínas fueron transferidas a membranas de polifloruro de vinilideno (PVDF) (GE 

Healthcare Life Sciences) a 400 mA en solución de transferencia (Tris 25 mM, glicina 0.19 

M, metanol al 20% (v/v) pH 8,3) durante 2 h. Las membranas conteniendo las proteínas 

se utilizaron para ensayos de Western Blot. 

 7.2.1 Detección de proteínas por método quimioluminiscente 

El bloqueo de las membranas se llevó a cabo con leche descremada al 5% en TBS (Tris-

HCl 10 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM), Tween-20 0.1% (TBS-T 0.1%) durante 1 h y 

posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios específicos (Tabla M4) 

diluidos en leche descremada al 0.5% en TBS-T 0.1% durante 16 h a 4°C. Al día siguiente 

se lavaron las membranas 3 veces por 10 min con TBS-T 0.1%. Finalmente, se incubaron 

durante 2 h con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a peroxidasa de 

rábano picante (HRP) (Jackson) (Tabla M5). 

La detección de las proteínas se llevó a cabo utilizando el reactivo ECL PrimeTM y el 

equipo LAS4000TM de la compañía GE LifeScience. El análisis de las imágenes se llevó a 

cabo con el software ImageJ. 

 7.2.2 Detección de proteínas por método de fluorescencia 

Las membrans se bloquearon con leche descremada al 5% en TBS (Tris-HCl 10 mM, pH 

7.4, NaCl 150 mM) durante 1 h y luego se incubaron con los anticuerpos primarios 

específicos (Tabla M4) diluidos en leche descremada al 0.5% en TBS-Tween-20 0.1% 

(TBS-T 0.1%) durante 16 h a 4°C. Al día siguiente se lavaron las membranas 4 veces por 

7 min con TBS-T 0.1% y se incubaron en oscuridad durante 1 h con el anticuerpo 

secundario correspondiente conjugado a un fluoroforo (LI-COR Biotechnology) (Tabla 

M5). A continuación, se lavaron las membranas 4 veces por 7 min con TBS-T 0.1%. 

Finalmente, se realizó un lavado final con TBS durante 5 min. 

La detección de las proteínas de interés se realizó con el equipo Odyssey CLx Imager (LI-

COR Biotechnology). El análisis de las imágenes se llevó a cabo con el software ImageJ. 
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Los anticuerpos utilizados en los ensayos descriptos en 7.2.1 y 7.2.2 se enumeran en las 

tablas M4 y M5. 

Tabla M4. Anticuerpos primarios empleados en los ensayos de Western Blot.  

Anticuerpo Primario Especie de 
origen 

Marca y código Dilución de 
uso 

monoclonal anti-Arp2 Ratón Santa Cruz Biotechnology,  

sc-166103 

1/500 

monoclonal anti-Arp3 Ratón Santa Cruz Biotechnology,  

sc-48344 

1/1000 

anti-Actina Conejo Sigma, A2066 1/1000 

anti-LDH Conejo Santa Cruz Biotechnology,  

sc-33721 

1/1000 

anti- p-LIMK1 (Thr508) Conejo Cell Signaling #3841 1/1000 

monoclonal anti- LIMK1 (H-12) Ratón Santa Cruz Biotechnology,  

sc-515585 

1/750 

monoclonal anti- p-Cofilin 1 (E-5) Conejo Santa Cruz Biotechnology, 

Sc-271921 

1/5000 

monoclonal anti- Cofilin 1 (E-8) Ratón Santa Cruz Biotechnology, 

Sc-376476 

1/5000 

anti- Beta Actin Conejo Abcam, ab8227 1/5000 

 

Tabla M5. Anticuerpos secundarios empleados en los ensayos de Western Blot.  

Anticuerpo Secundario Especie de origen Marca y código Dilución de uso 

anti-IgG ratón-HRP Cabra Jackson, 115-036-
008  

1/5000 

anti-IgG conejo-HRP Cabra Jackson, 111-035-
144 

1/5000 - 
1/15000 

anti-IgG ratón-IRDye800 Cabra LI-COR 
Biotechnology 

1/5000 - 
1/20000 

anti-IgG conejo-IRDye800 Cabra LI-COR 
Biotechnology 

1/5000 – 
1/20000 

anti-IgG conejo-IRDye680 Cabra LI-COR 
Biotechnology 

1/5000 
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8-Extracción de ARN total y producción de ADN complementario 

8.1 Extracción de ARN total 

Para la obtención de ARN, las células SK-N-SH fueron sembradas en placas de 6 pocillos 

a razón de 3x105 células por pocillo y las neuronas corticales de rata fueron sembradas 

en placas p60 a razón de 4x106 células por placa. Se realizó la extracción de ARN total 

empleando el kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep kit (Sigma-Aldrich) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Para eliminar los contaminantes de DNA las muestras 

fueron tratadas con ADNasa (OnColumn DNase I Digestion, Sigma), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se cuantificó la concentración del ARN total de cada 

muestra midiendo la absorbancia a 260 nm empleando un espectrofotómetro Nanodrop 

2000 (ThermoFisher Scientific). Todo el material obtenido se almacenó a -80°C hasta su 

uso. 

8.2 Producción de ADN complementario (ADNc) mediante retrotranscripción  (RT-

PCR) 

La retrotranscripción se llevó a cabo a partir de 500ng de ARN mediante el sistema 

SuperScript II (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando Oligo-

dT como cebadores. Brevemente, el ARN se incubó con 1 µL Oligo-dT 500 μg/ml y dNTPs 

10 mM cada uno a 65°C durante 5 min e inmediatamente se colocó en hielo durante 1 

min. Sobre ésta misma mezcla se adicionaron 2 µl de DTT 0.1 M y “First strand buffer” 

en cantidad necesaria para 20 μl finales. Se incubó la mezcla a 42°C 2 min, se adicionaron 

0,5 μl de retrotranscriptasa y finalmente, se incubó 2 h a 42°C. 

9-Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) 

Los ADNc obtenidos se emplearon para realizar las reacciones de q-PCR con el método 

fluorescente de SYBR-green. Todas las determinaciones se hicieron por triplicado 

técnico a fin de constatar la fiabilidad de la medición efectuada. El equipo utilizado fue 

el Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies) y los datos fueron analizados con el 

software Stratagene MxPro TM QPCR de la misma empresa. El gen TATA box binding 
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protein (TBP) de expresión constitutiva se empleó para normalizar. Se calculó la 

eficiencia de las reacciones con el software LinReg PCR (Cikos et al., 2007).  

El programa de PCR utilizado, salvo que se indique lo contrario, fue: 

10min a 95°C 

30seg a 95°C 

30seg a 58°C       40 veces 

30seg a 72°C 

10min a 72°C 

La especificidad fue controlada por curvas de disociación y geles de agarosa. Para 

determinar el correcto tamaño del producto de PCR generado, se sembraron 10 μl de 

cada tubo con 2 μl de buffer de siembra (30% glicerol en PBS con Orange G) en un gel 

de agarosa 1% con 0.5 mg/ml de BrEt, se corrieron a 70 V durante 1 h y se revelaron 

bajo luz UV. Los cebadores utilizados se detallan en la Tabla M6. 

Tabla M6. Cebadores específicos utilizados para las PCR en tiempo real.  

Especie Nombre del 
cebador 

Secuencia 5´a 3´ Tamaño 
producto PCR  

Rattus 
norvegicus, Homo 

sapiens 

TBP directo ACCGTGAATCTTGGCTGTAA 114pb 

 TBP reverso CCGTGGCTCTCTTATTCTCA  

Rattus norvegicus FGD6 rata directo CCCAAGCCTAAGTTAGTGGG 125pb 

 FGD6 rata reverso GGTTTTGGAGCAATTGCCGG  

Homo sapiens FGD6 humano 
directo 

TCTGGCCCTCAAGCACTACCT 161pb 

 FGD6 humano 
reverso 

CATTGGCGTGGTTGGCTACCT  

Rattus 
norvegicus, Homo 

sapiens 

ARP2 directo GGAAGGTGGTGGTGTGCGAC 126pb 

 ARP2 reverso CCACTTTGGTGGTTGATCTG  
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10-Análisis estadísticos 

Todos los resultados están presentados en esta Tesis como las medias ± error estándar 

de la media (SEM) de al menos 3 réplicas biológicas independientes. Los datos fueron 

analizados mediante las siguientes pruebas estadísticas: ANOVA de medidas repetidas 

de una vía seguido de la prueba post-hoc Tukey para comparaciones múltiples, Prueba 

t de Student de dos colas, Prueba no paramétrica de Wilcoxon o de Mann Whitney, 

como se indica en los análisis correspondientes. El nivel de significancia fue establecido 

en p≤0.05. El programa utilizado para los análisis fue Prism® Graphpad 6.
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