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PROTEINAS CINASAS DEPENDIENTES DE Ca?®*:
CARACTERISTICAS Y ACTIVACION*

Rodrigo Flores-Vieyra, Juan Carlos Raya-Pérez y M. Eugenia Torres-Marquez

RESUMEN

La fosforilacion reversible de las proteinas es clave en
la regulacién de vias metabodlicas y en la mayoria de
las funciones celulares. Una gran proporcion de las pro-
teinas cinasas (PK) forman parte de cascadas de sefia-
lizacion y algunas de estas cascadas involucran modi-
ficacion en los niveles de segundos mensajeros como
el Ca%". En esta revision se describen las caracteristi-
cas estructurales fundamentales de estas proteinas junto
con los modelos propuestos para su activacién por Ca?".

PALABRAS CLAVE: CDPK, PKC, CaMK, CCaMK

INTRODUCCION

La fosforilacion reversible de las pro-
teinas es un mecanismo modulador de
una gran cantidad de las funciones ce-
lulares (1) y virtualmente de todos los
seres vivos. El proceso es llevado a
cabo conjuntamente por la accion de
proteinas cinasas y fosfatasas que
mantienen los niveles de fosforilacion
de las proteinas blanco. Las proteinas
cinasas [2.7.1.37 6 2.7.3.11-12] se de-
finen como enzimas que tienen la ca-
pacidad de transferir el fosfato gamma
del ATP a un residuo de un aminoécido
receptor localizado en una proteina
que funciona como sustrato (2). Los
residuos de aminoacidos que son
sustrato de la accion de las proteinas
cinasas, son Ser, Tre, Tir e His, en sus

ABSTRACT

described.

grupos hidroxilo e imidazol, respec-
tivamente. En esta revision sélo se con-
sideraran a las proteinas cinasas de re-
siduos de Ser/Tre, pues dentro de ellas
estan los miembros que se ha demos-
trado son modulados por Ca*".

CLASIFICACION DE LAS PRO-
TEINAS CINASAS
La clasificacion de las proteinas
cinasas en cinco grupos se ha realiza-
do con base en la homologia entre
dominios cataliticos (3) independien-
temente de que el sitio de unién para
el ATP se encuentra altamente con-
servado.

A) Grupo AGC: Este grupo con-
sidera a las cinasas dependientes de
nucle6tidos ciclicos proteina cinasa A
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Reversible protein phosphorylation is key to the
regulation of metabolic pathways and most aspects
of cell function. Numerous protein kinases are part
of signaling cascades, some of which are mediated
by second messenger levels modification, like
Ca?. In this review, Ca?* dependent kinases main
structural characteristics as well as their proposed
calcium dependant activation models are

KEY WORDS: CDPK, PKC, CaMK, CCaMK

(PKA), proteina cinasa G (PKG), ade-
mas de las cinasas dependientes de
Ca?* y fosfolipidos (PKC). Una ca-
racteristica importante de este grupo
es la regulacién de su actividad por
segundos mensajeros como el
diacilglicerol, el Ca*, el AMPc o el
GMPc.

B) Grupo CaMK: Este es repre-
sentado mayoritariamente por dos
sub-grupos principales, el subgrupo
de las cinasas dependientes de Ca?*
(CDPK) vy las dependientes de Ca?*/
calmodulina (CaMK y CCaMK) vy
aquéllas con cierto parecido estruc-
tural a las no fermentadoras de saca-
rosa de la levadura (SNF1, por sus
siglas en inglés) denominadas
SnNRK.
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C) Grupo CMGC: Incluye a los
subgrupos cinasas dependientes de
ciclina (CDK), las proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK), las
cinasas de la glucdgeno sintetasa (GSK-
3) y la caseina cinasa Il (CKII). Estos
cuatro subgrupos actGian en un pro-
ceso posterior a la activacién por se-
gundos mensajeros.

D) Grupo PTK: Este grupo se ha
encontrado hasta ahora en animales,
hongos y algunas bacterias, tiene
como caracteristica que fosforila
especificamente residuos de tirosina.

E) Unicas: Incluye una ampliagama
de proteinas cinasas clonadas a partir
de plantas que no se han podido clasi-
ficar enalguno de los cuatro grupos an-
teriores.

Las proteinas cinasas de interés de
esta revision se encuentran en los pri-
meros dos grupos, ya que estos contie-
nen a las cinasas dependientes de Ca*".
La pregunta que podria surgir, una vez
gue se hayan establecido las caracte-
risticas generales de las proteinas
cinasas dependientes de Ca?* es, si en
la célula se dan variaciones en los ni-
veles de Ca?* libre y si estas se encuen-
tran en el rango de activacién de las
cinasas que se describiran. En cual-
quiera de los dos casos la respuesta
es si; los niveles de Ca? libre en cé-
lulas de animales y de hongos se ha
reportado alcanzar hasta 1.2 uM, ante
estimulos como adrenalina o AMPc,
respectivamente. Mientras que en cé-
lulas de vegetales las estimaciones han
llegado a ser de hasta 2-3 uM para los
cambios que se dan en el tubo polinico
en crecimiento. El valor de la Kd para
Ca* de las diferentes cinasas esta alre-
dedor de 1 uM, como se sefialar para
cada familia de manera particular en el
texto correspondiente.

Grupo CaMK

Subgrupo CDPK. Muchas de las
proteinas cinasas dependientes de
Ca?* no requieren calmodulina,
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Figura 1. Diagrama estructural de las proteinas cinasas dependientes de Ca?*. Se indican el
dominio catalitico que comparten las cinasas, asi como el sitio de auto-inhibicion. El domi-

nio de manos-EF (|

) es variable en los subgrupos. En CRK se presenta al dominio

manos-EF en circulos abiertos para indicar que estos han degenerado.

fosfolipidos o diacilglicerol, lo que
marca una diferencia entre las fami-
lias CaMK y AGC. Este grupo de
cinasas se ha encontrado en plantas
vasculares y no vasculares y en el
protozoario Plasmodium falciparum
(4). Este tipo de proteinas se distin-
gue por presentar una estructura en
el carboxilo terminal que tiene pare-
cido con el sitio de regulacion me-
diado por calmodulina (CaM-LD)
(Fig. 1). Las CDPK presentan cuatro
dominios: el dominio catalitico, el do-
minio auto-inhibitorio, un dominio
variable y el dominio especifico para
la unién de Ca?* (Fig. 1). Este Gltimo
comparte caracteristicas con el de la

calmodulina (CaM). Todas las
CDPKs caracterizadas hasta el mo-
mento son activadas por Ca?*(5), su
Kd esta en el rango micromolar, por
ejemplo para la DcCPK1 de zanaho-
rialaKdesde 1.7 uM (6). LasCDPKs
caracterizadas de Arabidopsis (a excep-
cion de CPK25) presentan, en el domi-
nio que une al Ca*, cuatro secuencias
de aminoécidos denominados manos
EF. Estas manos EF son estructuras de
29 residuos, que forman una o-hélice
(hélice E), seguida de una asa (que es
laregion donde se une el i6n, al agru-
parse varios dominios EF) y una se-
gunda a-hélice. Los dominios de
manos-EF se presentan en pares
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Figura 2. Estructuras del asa de una mano-EF. Se marca la bi-pirdmide de base pentagonal
que forma el anillo de coordinacidn en linea continua; las lineas discontinuas muestra los
anclajes que forman los atomos de oxigeno con el &tomo de Ca?* (esfera al centro). El resi-
duo E31 corresponde al doceavo residuo de la estructura, presenta dos sitios de coordina-
cion. El residuo T28 corresponde al residuo 9 el cual presenta puentes de hidrégeno.

orientados cara a cara. Los residuos
1,3,5,7,9y 12 de laasa son los en-
cargados de quelar al Ca?* formando
un complejo de arreglo piramidal con
una base pentagonal (Fig. 2), que pro-
porciona siete ligandos oxigenados.
Los residuos 1, 3, 5 suministran
ligandos monodentados, el residuo 12
gue es un ligando bidentado, gene-
ralmente corresponde a un glutamico,
El residuo 7 coordina directamente al
Ca?" por los oxigenos de su grupo
carboxilo. El residuo 9 permite la for-
macion de puentes de hidrégeno los
cuales unen al Ca?* (7).

Modelo de regulacién por Ca?*
para CDPK. Hasta la fecha se pro-
ponen dos modelos de activacion para
esta proteina: en el primer mecanis-
mo (Fig. 3A), se propone que una es-
tructura flexible pero de movimiento
limitado (por analogia de tipo bale-
ro) une el dominio CaM-LD a la
cinasa. Después de la estimulacion

por Ca?" el dominio CaM-LD cam-
bia la conformacion del dominio
inhibidor, desplazando a éste y per-
mitiendo asi la activacion de la cinasa.
Este modelo es muy parecido al pro-
puesto para explicar la activacion de
la familia CaMK, con la excepcion
de que la regién CaM-LD esta unida
covalentemente mientras que la
calmodulina actlia como una protei-
na independiente. El segundo mode-
lo (Fig. 3B), propone gue la unidad
CaM-LD esta siempre unida al domi-
nio inhibidor, independientemente de
los niveles de Ca?". No obstante, al
incrementarse la concentracion del
ion, la estructura de esta region se mo-
difica generando a su vez un rearreglo
del sitio inhibitorio de tal manera que
lo desplaza del sitio activo.

Subgrupo CRK. Este subgrupo, que
originalmente se reconocié como se-
mejante a CDPK (8) y que de alli de-
rivé su nombre (CDPK related

kinase), se ha hipotetizado tiene un
origen evolutivo reciente a partir de
un grupo particular de isoformas de
CDPK (Fig. 1). Se piensa que el do-
minio CaM-LD evolucion6 a un do-
minio de manos-EF modificado (Fig.
1). Enalgunas CRK el extremo C pre-
senta dominios que pueden unir Ca?*,
pero no por esto activan a la cinasa;
por lo que se considera que han de-
generado. EI peso molecular del
subgrupo CRK oscila entre 64.3y 68
kD y sus dominios variables son de
longitud homogénea, su extremo
amino presenta modificaciones post-
traduccionales como la esterificacion
por miristato y palmitato. Resulta in-
teresante que las CRK solo se han
encontrado en angiospermas. Hasta la
fecha no se han reportado funciones
fisiolégicas reales o hipotéticas para las
CRK, en ningln organismo (4).

Subgrupo CaMK. Dentro de este
grupo de cinasas activadas por
calmodulina, son 4 las que han sido
mejor estudiadas: las CaMK I, 11, 111
0 MLCK (por sus siglas en inglés) y
lalV. Las MLCK-I, Il y IV se encuen-
tran asociadas a varias proteinas en
el citoplasma, las membranas de los
organelos incluyendo la plasmatica,
0 a elementos del citoesqueleto. La
MLCK o cinasa de la cadena ligera
de miosina se considera el modelo
mas simple, incluye a las formas de
musculo esquelético, musculo liso y
células no musculares; esto es porque
parece estar asociada exclusivamen-
te con la actomiosina y fosforila sélo
un sustrato, la cadena ligera de la
miosina (9). EI cDNA que codifica
para la MLCK de conejo permite pre-
decir que se trata de una proteina de
610 aminoacidos (aa); aunque en rea-
lidad es de 603 aa y consta de tres
dominios: el extremo N, el catalitico
(residuos 302-539) y el regulador (re-
siduos 577-593). Este ultimo en el ex-
tremo C, contiene por tanto al sitio
de union a CaM (Fig. 1). Los estu-
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Figura 3. Modelos de activacion por Ca?* de las CDPK, CRK y CCaMK Las regiones mar-
cadas como CaM-LD y CaM representan los sitios de union a calcio. Los cambios de tono
asf como los de forma, indican un cambio en la estructura de los mismos, el cual se descri-

be en el texto.

dios de hidrodinamica y de espectro-
fotometria de dicroismo circular su-
gieren que los dominios catalitico y
regulador forman una estructura glo-
bular con un alto contenido de alfa-
hélice, mientras que el resto de la pro-
teina es asimétrica y rica en residuos
de prolina (10). In vitro es dependien-
te de la unién con Ca?*/CaM, esta Ul-
tima proteina tiene una Kd para el
calcio de 1 uM (9). En musculo liso,
la MLCK, regula la contraccién y en
células no musculares participa en la

motilidad, la mitosis, la dindmica del
citoesqueleto de actina y la secrecién
(9). La funcién de las otras CaMK se
ha establecido principalmente en la
regulacion de la transcripcion (11).

Modelo de regulacién por Ca?*
para la CaMK. La union del com-
plejo Ca?*/CaM con la region que lo
une en la proteina cinasa causa un
cambio conformacional muy grande.
La hélice central actia como un ba-
lero flexible, que se dobla y enrolla
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de forma que los dominios globulares
de la CaM envuelven completamente
al péptido blanco (Fig. 4A). Esta
interaccion a su vez desplaza la re-
gién inhibitoria de la cinasa que deja
expuesto al sitio de unioén al
sustrato. Se ha propuesto que la
interaccion entre el extremo C de la
CaMy el dominio N de la cinasa for-
man un complejo inactivo. El incre-
mento en Ca? permite entonces la
interaccion de la CaM con su cinasa
en sitios adicionales que permiten
la activacion de la enzima (9).

Subgrupo CCaMK. Este nombre se
ha usado para describir un grupo de
cinasas cuyo extremo C presenta tres
manos EF en lugar del sitio de unién
a CaM, caracteristica que la distingue
de las CDPK (Fig. 1). Este grupo de
proteinas ha sido clonado del tabaco
y las azucenas (Lilium longiflorun)
(12) pero no se han encontrado pro-
teinas representativas de este tipo en
Arabidopsis. La conformacion estruc-
tural de esta familia en general tiene
parecido al del subgrupo CDPKs, aun-
gue el dominio especifico encargado
de la unién a Ca?* es mas parecido al
de lafamilia de las visininas. Estas son
proteinas que unen Ca?* por estructu-
ras conformadas por tres manos-EF y
son abundantes en tejido nervioso
(13). Las CCaMKs tienen un sitio de
union de calmodulina que se sobre-
pone al sitio de regulacion (Fig. 1).
Aunque el mecanismo de activacion
por Ca?" y calmodulina es comple-
jo, se ha propuesto que se da por una
auto fosforilacion en respuesta a la
unién de un dominio tipo
calmodulina de otra proteina. Esta
autofosforilacion, trae como conse-
cuencia aumento en la afinidad por
el sustrato.

Modelo de activacion por Ca?* para
CRKYy CCaMKs. El modelo de acti-
vacion por Ca?* para las CRK se basa
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Figura 4. Modelos de activacién por Ca?* de las CaMK (A) y la PKC (B).
La region ([z] ) corresponde al dominio catalitico, las regiones Clay Clb estan indicadas

como (B! y &) respectivamente, la regién C2 y C3 esta indicada con [@] y e

en el potencial que tiene el complejo
Ca?*-CaM de una proteina activadora
exdgena para estimular la actividad de
la cinasa. El proceso de activacion
consiste en que al unirse el Ca?* a la
CaM (Kd ~1 uM), dirige el complejo
Ca?"CaM al sitio inhibitorio, lo que
provoca el cambio estructural de éste
y por tanto la activacion de la cinasa
(Fig. 3D). Algunas interrogantes que no
resuelve este modelo de activacion, es
la funcién que pudiera tener el domi-
no C-terminal de la proteina, pues
parece capaz de unir Ca?, pero no par-
ticipa directamente en la activacion de
la cinasa (14). Las cinasas CCaMKs
presentan ademas de un sitio que une
al complejo Ca?*-CaM de una protei-
na exégena; un dominio, semejante al
de visinina, el cual funciona como un
sensor adicional para la activacién por
Ca?. De tal manera que a niveles
basales de Ca?* el dominio semejante
a visinina estaria unido al sitio inhi-

bitorio, pero al incrementar la concen-
tracion de Ca?, la proteina activadora
gue trae consigo el complejo Ca?*
CaM seria capaz de desplazar al do-
minio de visinina y tendria entonces
el sitio de activacion libre para ejer-
cer su funcion (Fig. 3E). Aun se des-
conoce la posicion del dominio de
visinina en el sitio inhibitorio y si en
realidad el complejo Ca?*-CaM es ca-
paz de desplazar tal dominio del sitio
inhibitorio, pues también se puede es-
pecular que el desplazamiento se pro-
dujera por el incremento mismo de
Ca?* (15).

Grupo AGC

Dentro de los miembros de la familia
AGC, son las PKC donde dirigiremos
nuestra atencion, por contener miem-
bros cuya actividad es regulada por
Ca?*. Esta familia de proteinas con-
siste de 12 isoformas con estructuras
estrechamente relacionadas entre si.

Todas las especies de PKC presentan
diferencias en su modo de activacion,
propiedades cinéticas y especificidad
de sustrato; se subdividen en tres gru-
pos. Las clasicas son dependientes de
Ca?*y diacilglicerol, a, BI, BlI, v; las
nuevas que son insensibles a Ca*: dl-
I, €, 6, ; vy las atipicas que no son
reguladas por Ca?* ni diacilglicerol, {
PKM- {y UA. Las isoformas clésicas
consisten en una sola cadena
polipeptidica (Fig. 1) con una estruc-
tura homologa general de 4 regiones
altamente conservadas y 5 regiones va-
riables distribuidas en dos dominios,
uno regulador y el otro catalitico sepa-
rados por la regién variable V3 (16).

Las PKC o sus ort6logos, se en-
cuentran ampliamente distribuidos
en los eucariotes, con la posible ex-
cepcion de las plantas. En organis-
mos pluricelulares complejos pare-
ciera haber expresidn de algunas
isoformas en tejidos especificos. En
general, se encuentran en forma so-
luble, aunque contienen regiones
gue les permite asociarse a las mem-
branas. Dentro de las funciones méas
importantes de la PKC estan las que
modulan a los receptores de mem-
brana plasmatica, ie. receptores aco-
plados a proteinas Gg o receptores con
actividad de tirosina cinasa que son
componentes del mecanismo de
transduccion de sefiales. Entre los di-
versos procesos celulares en los que
participa la PCK pueden mencionarse:
la secrecién de insulina y calcitonina,
la liberacion de neurotransmisores, la
sintesis de ADN vy la regulacion de la
expresion de ciertos genes como el que
codifica para y-interferon.

Modelo de regulacion por Ca? de
las PKC convencionales. Las PKC
convencionales, sensibles a Ca?* con
una Kd de 700 nM para la proteina
asociada a la membrana (17), contie-
nen un dominio auto-inhibitorio, co-
nocido también como el pseudo-
sustrato, en el extremo N de la protei-
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na. También en esta region N se en-
cuentran los dominios denominados
C1y C2 donde se encuentran los si-
tios de union de diacilglicerol/esteres
de forbol y fosfolipidos acidos/Ca?*,
respectivamente. En estado basal la
PKC (Fig. 4B) se encuentra inactiva
por tener el sitio activo ocupado por
el pseudo sustrato. La movilizacién
del pseudo sustrato se da cuando el
diacilglicerol y la fosfatidil serina se
unen a los sitios C1 y C2, pues modi-
fican la estructura de éste. La accion
del Ca? es sinérgica con la del
diacilglicerol para permitir la accion
activadora de la fosfatidil serina (18).

CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS

Ha quedado establecido el papel del
Ca?* como un segundo mensajero en
practicamente las formas de vida
eucariotes. De igual manera, a medi-
da que se avanza en el estudio de las
proteinas cinasas dependientes de
Ca?', en general, corroboramos lo ex-
tendidas que estan entre los diversos
organismos. Las manos-EF como re-
giones de interaccion con Ca*" se en-
cuentran en todas los dominios regu-
ladores de las diferentes proteinas
cinasas dependientes de Ca?* estudia-
das. El conocimiento mas intimo de
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la forma en que son activadas y regu-
ladas estas enzimas permitiran saber
si estos dominios fueron los prime-
ros que surgieron en la naturaleza
para unir al Ca?" y asi modular la ac-
tividad. De ser asi, algunos de ellos
perdieron su funcion (CRK) o se se-
pararon a proteinas reguladoras inde-
pendientes (CaMK). Esto nos indica-
ria un posible origen monofilético.
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