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Resumen  

TRPM4 es un canal catiónico no selectivo activado por Ca2+ intracelular, 

permeable a iones monovalentes tales como Na+ y K+. Se encuentra principalmente en 

los complejos de adhesiones focales (FAs) regulando la entrada de Ca2+, la dinámica 

de FA y migración celular. TRPM4 participa en diversos procesos fisiológicos tales 

como la activación de células T, vasoconstricción miogénica, muerte celular y 

proliferación, secreción de insulina, regulación de las dinámicas de adhesiones focales 

y migración celular. El nivel de expresión de TRPM4 se encuentra incrementado en 

eventos fisiopatológicos tales como daño espinal, episodios isquémicos y  

enfermedades neurodegenerativas. Además, datos no publicados de nuestro 

laboratorio sugieren que el silenciamiento del canal TRPM4 disminuye la invasión 

celular en células de melanoma in vitro y también favorece el proceso de metástasis in 

vivo. Por tanto, el estudio de los mecanismos de regulación de la expresión, tráfico y 

actividad de TRPM4 tienen una alta relevancia biomédica. 

 En nuestro laboratorio, hemos demostrado que este canal interactúa con las 

proteínas End-Binding (EBs) a través de un motivo consenso “S/TxIP” localizado en el 

extremo amino terminal, regulando la exportación y el tráfico de los canales desde el 

retículo endoplásmico al Aparato de Golgi y a la membrana plasmática. Por otra parte, 

hemos generado péptidos que afectan competitivamente la interacción del canal 

TRPM4 con las proteínas EBs (EGFP-N-TRPM4WT), disminuyendo la disponibilidad del 

canal en la membrana plasmática. Se determinó que la competencia de la interacción 

TRPM4-EBs, disminuye significativamente el desensamblaje de las adhesiones 

focales, y en consecuencia a la invasión celular. 
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 Estos datos sugieren que la competencia de la interacción entre TRPM4 y EB 

puede constituir potenciales herramientas farmacológicas para ser usados como 

agente anti-metastásico, para su posterior uso en pacientes que padezcan de cáncer. 
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Abstract 
 

TRPM4 is a non-selective cationic channel, activated by intracellular Ca2+, 

permeable to monovalent ions such as Na+ and K+, which is mainly found in focal 

adhesions (FAs). On these complexes, TRPM4 regulates Ca2+ entry, FAs dynamics and 

cell migration. In addition, TRPM4 participates in several physiological processes such 

as T cell activation, myogenic vasoconstriction, cell death and proliferation, insulin 

secretion, regulation of FA dynamics and cell migration. On the other hand, it has been 

shown that their level of expression is increased in several pathophysiological events 

such as spinal damage, ischemic episodes and neurodegenerative diseases. Moreover, 

unpublished data from our laboratory suggest that TRPM4 silencing decreases the 

cellular invasion in melanoma cells and supresses the process of metastasis in vivo. 

Therefore, the study of the mechanisms of regulation of the expression, trafficking and 

activity of TRPM4 has high biomedical relevance. 

In our laboratory, we have demonstrated that TRPM4 channels interact with 

End-Binding proteins (EBs) through a “S/TxIP” consensus motif located at the amino 

terminus, regulating the exporting and trafficking of the channels from the endoplasmic 

reticulum to the Golgi apparatus and the plasma membrane. Since TRPM4 channel 

would be regulated by the “SWIP” motif, we have generated peptides that competitively 

affect the interaction of the TRPM4 channel with the EBs proteins, decreasing the 

availability of the channel in the plasma membrane. The functional effect of this 

competition on cell invasion was determined by transwell chamber assays, and the 

effect of competition on the distribution of focal adhesion was determinated by 

immunofluorescence and confocal microscopy. 
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Finally, we determined that a cell penetrating peptide (TAT-N-TRPM4WT) 

reduces the invasion of A549 cells and also affect the number and the size of FA in 

both A549 and B16-F10 cell lines. These data suggest that the competition of the 

interaction between TRPM4 and EB proteins may constitute a potential 

pharmacological target to be used as an anti-metastatic agent. 
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Introducción 

La migración y contractilidad celular son procesos fundamentales que están 

presentes en una gran cantidad de eventos fisiológicos y fisiopatológicos tales como 

reparación de tejidos, respuesta inmune, remodelamiento de tejidos, fibrosis y 

metástasis del cáncer. Estos procesos están regulados por una gran variedad de 

mecanismos como el rearreglo de citoesqueleto, el recambio de adhesiones focales 

(FAs) y las oscilaciones de Ca2+ intracelular (Ridle y cols 2003; Cáceres y cols 2015).  

Además, el citoesqueleto de actina recibe señales de la matriz extracelular (ECM) 

mediante las FAs, las cuales influyen en la organización del citoesqueleto y la 

polimerización de actina. Conjuntamente, cuando se produce el recambio de 

estructuras del citoesqueleto se ve afectada la formación y el desensamblaje de FAs. 

Entonces, estas señales de adhesión, estrés mecánico, y organización espacial del 

citoesqueleto, llevan a cambios en la contractilidad y migración celular (Pla y Gkika 

2013; Zaidel y cols 2007) 

Migración celular. 

La migración celular es un proceso fundamental en la vida del organismo. Por 

ejemplo, durante el desarrollo embrionario, la migración celular conduce a cambios en 

la formación de tejidos en el proceso de gastrulación. También participa en la 

formación del sistema nervioso, donde células de la cresta neural deben migrar a 

través del embrión (Kulesa y Fraser, 2000). Además, en la respuesta inmune, los 

leucocitos suelen seguir a bacterias invasoras u otros patógenos y migran a sitios de 

inflamación (Madri y Graesser, 2000). Los fibroblastos migran al sitio de la herida, 

contribuyendo de esta manera a su cierre (Midwood y cols., 2004). En el proceso de 
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angiogénesis se requiere de la migración de células endoteliales (Daniel y 

Abrahamson, 2000). Por otro lado, la migración de células epiteliales constituye un 

mecanismo de reparación rápido cuando deben cerrarse heridas en la capa epitelial, 

que ocurren con frecuencia en el tracto gastrointestinal (Allen y cols., 1993), en el 

tracto respiratorio (Zahm y cols., 1997), o en el riñon después de una insuficiencia renal 

aguda (Kartha y Toback, 1992).  

Si bien la migración celular juega un rol muy importante en la fisiología, su 

desregulación puede generar una variedad de patologías tales como, enfermedades 

vasculares como ateroesclerosis, que involucra células migrantes del musculo liso 

(Louis y Zahradka, 2010), osteoporosis, enfermedades inflamatorias crónicas como 

artritis reumatoide y esclerosis múltiple (Ridley y cols., 2003) y metástasis del cáncer 

(Yamaguchi y cols., 2005).  

La metástasis es la diseminación de las células cancerígenas del tumor primario 

a un órgano distante. Además, es la primera causa de muerte en pacientes con cáncer 

(Devita, V. y cols 1975). Así, la metástasis es el evento más amenazante para la vida 

en pacientes con cáncer. El proceso se compone de una serie de eventos secuenciales 

que deben completarse para que la célula tumoral haga metástasis con éxito. Primero 

ocurre la pérdida de adherencia celular lo cual permite a la célula tumoral disociarse 

del tumor primario. Segundo, mediante la liberación de metaloproteasas que degradan 

la matriz extracelular ocurre la intravasación a vasos sanguíneos o linfático. Luego la 

célula tumoral disemina por el vaso hacia el órgano blanco. Al llegar al órgano ocurre 

una extravasación hacia el tejido del órgano blanco donde coloniza y prolifera el tumor. 

Así, si no ocurriera la perdida de adherencia, nunca ocurriría el proceso de metástasis 
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(Martin,T.A. y cols 2013). Luego, la comprensión de su mecanismo cobra una especial 

importancia y es de gran interés para su uso como blanco terapéutico. 

Adhesión celular   

La adhesión celular se conoce como la interacción de la célula con la matriz 

extracelular (ECM). Esta interacción estimula el agrupamiento de integrinas y la 

formación de pequeños complejos focales, focos iniciales de la adhesión celular. Estos 

procesos son seguidos generalmente por la formación de adhesiones focales (FAs) 

más largas y estables, que facilitan el “cell spreading” y el fortalecimiento de la unión a 

la ECM. 

 La etapa inicial de adherencia de la célula y la formación de los complejos de 

adhesión están asociadas con la activación de Rho GTPasa, Rac y Cdc42. Estas a su 

vez estimulan la polimerización de actina y el alargamiento del lamelipodio y filopodio. 

  Luego el ensamblaje de fibras de estrés y FAs maduras es modulado por 

efectores bajo la activación de RhoA, tales como mDia1/2 y kinasas asociadas a Rho 

(ROCK). Además la contracción inducida por Rho contribuye a la transmisión de la 

tensión a las adhesiones focales, promoviendo la motilidad celular. 

 La etapa final del ciclo de movimiento celular contempla la disrupción de la 

interacción de las integrinas con la ECM, el desprendimiento de la célula con el 

sustrato y la retracción celular. El Desensamblaje de FAs, el “sliding” de las  FAs, y la 

contracción  celular son posibles procesos que modulan el movimiento y contractilidad 

celular. La pérdida de adhesiones desde la parte distal de la célula y el reclutamiento 

de nuevas adhesiones en la parte proximal crea una suerte de deslizamiento celular. 

Este proceso se ha descrito como la renovación dinámica polarizada y representa el 
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rápido proceso de ensamblaje y desensamblaje de FAs. Entonces, la perdida de 

adherencia de la célula es una consecuencia de los eventos combinados de 

renovación polarizada, ensamblaje y desensamblaje de FAs y la contracción celular. 

(Parsons, T, y col, 2010). Estudios recientes han demostrado que el desensamblaje de 

FAs es afectado por un canal TRP (Cáceres. M y col, 2015). 

Canales TRP  

Los miembros de la superfamilia de canales TRP (Receptores 

de Potencial Transitorio) son canales catiónicos que actúan como sensores en la 

mayoría de los tipos celulares. Los canales TRP se encuentran expresados en la 

mayoría de los tejidos y tipos celulares. La mayoría de estos canales son permeables a 

Ca2+. En consecuencia, contribuyen en la regulación de diversos procesos fisiológicos, 

dependientes del catión tales como la transcripción de genes y la muerte celular. 

(Venkatachalam, K., & Montell, C, 2007).  

Cada subunidad de los canales TRP está compuesta por seis segmentos 

transmembrana (S1-6). Además, entre el quinto y el sexto segmento se encuentra su 

poro. También posee segmentos intracelulares amino-terminal y carboxilo-terminal los 

cuales son fundamentales para la regulación, modulación de función y tráfico de los 

canales (Nillus, 2007).  

Los canales TRP pueden clasificarse en 7 subfamilias: TRPC (Canonical), 

TRPV (Vanilloid), TRPM (Melastatin) TRPP (Polycystin), TRPML (Mucolipin), TRPA 

(Ankyrin) y la subfamilia TRPN presente únicamente en invertebrados (Figura 1) 

(Venkatachalam & Montell 2007).  
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Figura 1. La superfamilia de canales TRP (obtenido de Nilius y Owsianik, 2011)  

 Recientemente, se ha demostrado que los canales TRP juegan un rol 

importante en la patogénesis de diversas enfermedades humanas. Tales como 

degeneración de retina, estrés oxidativo, enfermedades neurodegenerativas, 

hipomagnesemia, policistitis renal, mucolipidosis, dolor neuropatico e inflamatorio y 

cáncer. (Nilius y col., 2007; Lehen’kyi & Prevarskaya 2011). Más aún, los canales TRP 

estarían asociados a la migración de células cancerígenas. (Fioro Pla, A., & Gkika, D. 
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2013). En particular, el canal TRPM4, perteneciente a la subfamilia TRPM y 

relacionado con la migración de diversas células (Cáceres, M. y col, 2015; Barbet, G y 

cols 2008; Sarmiento, D. y cols 2015; Shimizu, D. y cols 2009), modula la invasión de 

células de melanoma (Morales y col. En preparación). 

Subfamilia TRPM 

 La subfamilia TRPM  consta de 8 miembros, los cuales comparten alrededor de 

un 20% de identidad en sus secuencia aminoacidica con los canales TRPC. Los 

canales TRPM tienen dominios conservados TRP en su región C-terminal y un dominio 

coiled-coil que podría estar participando en la asociación de diferentes TRPM en 

multímetros. El total de aminoácidos y secuencias de la región C-terminal de esta 

proteína varían considerablemente (Venkatachalam & Montell 2007). Basado en la 

similitud  de las secuencias aminoacidicas, esta subfamilia se agrupa como TRPM1/3, 

TRPM4/5,  y TRPM6/7. TRPM2 y TRPM8 no están asociados con ningún subgrupo. 

 Los canales de esta familia tienen patrones de expresión específicos, 

selectividad iónica, gating y mecanismos de regulación los cuales están adaptados 

para integrar múltiples vías de señalización. Dentro de la subfamilia existen individuos 

permeables a iones monovalentes como Ca2+ (TRPM2/8) y Mg2+ (TRPM6/7), además 

existen otros permeables a cationes monovalentes  tales como TRPM4 y TRPM5. 

(Fleig y Penner 2004).   

TRPM4 

 Dentro de la familia TRPM, se encuentra el receptor de potencial transitorio 

melastina 4 (TRPM4). TRPM4 es un canal catiónico no selectivo activado por Ca2+ que 

se expresa en varios tejidos humanos tales como músculo esquelético, cerebro, 
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corazón, pulmón, hígado, placenta, próstata, riñón, tracto gastrointestinal, entre otros 

(Launay y cols, 2002; Nilius y cols 2004; Nilius y cols 2005). TRPM4 posee 1214 

aminoácidos codificado por un gen localizado en el cromosoma 19 del genoma 

humano (Launay y col., 2002, Nilius y col., 2003). En ratón, está localizado en el 

cromosoma 7 y codifica una proteína de 1213 aminoácidos (Murakami y col., 2003, 

Nilius y col., 2003). Existen variantes de splicing del gen TRPM4 encontradas en tejido 

humano y de ratón. Una corresponde a la variante completa de 1214 aminoácidos 

denominada TRPM4b, y otra es una variante más corta que carece de los primeros 174 

aminoácidos de la región N-terminal llamada TRPM4a (Launay y col., 2002, Nilius y 

col., 2003). Aunque TRPM4 es impermeable a Ca2+, juega un rol importante en la 

regulación del Ca2+ intracelular en células no excitables, dando a la membrana la 

despolarización necesaria para el influjo de Ca2+.  

 TRPM4 juega un rol importante a nivel fisiológico, se ha demostrado que el 

knockdown de TRPM4 altera las oscilaciones de Ca2+ durante la activación de los 

linfocitos T, llevando a una falla en la secreción de interleucina-2 (Launay, 2014). 

Además el knock-out de TRPM4 en ratones genera una gran pérdida tanto en la 

migración de células dendríticas como en la migración de los mastocitos. (Shimizu, 

2009; Vennekens, 2007). TRPM4 también ha sido asociado al flujo sanguíneo cerebral 

y la secreción de insulina de las células pancreáticas-β (Marigo 2009; Stroke 2007). 

Está involucrado en la regulación de la vasoconstricción miogénica (Earley y col., 

2004), muerte y proliferación celular (Armisén y col., 2011), células cebadas (Shimizu y 

col., 2009) y fibroblastos embrionarios de ratón (Cáceres y col., 2015).  

 La ganancia de función del canal TRPM4, que se debe a la sobreexpresión del 

canal en membrana, se ha visto asociadas a numerosas patologías (Gerzanich y cols, 



8 
 

2009; Kruse y cols, 2014; Kruse y cols, 2009; Liu y cols, 2013; Liu y cols, 2010; 

Schattling y cols, 2012). Por ejemplo, la ganancia de función se ha visto asociada a 

enfermedades cardiacas e hipertensión (Kruse y cols, 2014; Kruse y cols, 2009; 

Stallmeyer, 2012). También, 15 mutaciones en el canal han sido asociadas a 

enfermedades cardiovasculares, de las cuales seis de ellas generan una ganancia de 

función de TRPM4. También una mutación de sustitución de un aminoácido, E7K 

(TRPM4E7K), genera un desarrollo en la arritmia familiar progresiva de corazón de tipo 

de bloqueo I (PFHBI), debido a un incremento en la actividad del canal. La versión 

mutante TRPM4E7K, presenta propiedades biofísicas idénticas al canal silvestre, sin 

embargo, su expresión en la membrana plasmática está incrementada, al compararlo 

con el canal wild type (Kruse y col., 2009). Además, se ha observado que el canal 

TRPM4 a causa de daño en la medula espinal, aumenta su expresión en células 

endoteliales vasculares, teniendo un rol critico en la fragmentación capilar, formación 

de hemorragia petequial y hemorragia secundaria. (Gerzanich y col., 2009).  

Por otra parte, el incremento de su expresión se ha visto relacionado con 

patologías donde se ven alterados el rearreglo del citoesqueleto y la migración celular, 

tales como fibrosis y cáncer. Se demostró que el canal TRPM4 está asociado en la 

transdiferenciación mesenquimática endotelial, sugiriendo un rol del canal TRPM4 

durante el desarrollo de fibrosis. (Echeverría, C y cols, 2015). También se ha visto un 

incremento mRNA de TRPM4 en cáncer de próstata (Ashida, S y cols., 2004; Liu, P y 

cols 2006; Singh, J., y cols 2006), y en cáncer cervico uterino (Suguro, M, y cols, 

2006). Por otra parte, se ha descrito que el canal TRPM4 es esencial para el proceso 

de migración de células dendríticas, que es un importante mecanismo para la 

respuesta inmune (Barbet, G y cols, 2008). También se ha descrito que regula la 
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migración en mastocitos (Shimizu, D. y cols, 2009) y que es un factor importante en 

promover la migración  de células del endotelio vascular (Sarmiento, D y cols, 2015) y 

migración de fibroblastos (Cáceres, M. y cols, 2015). 

Resultados de nuestro laboratorio, han demostrado por espectrometría de masa 

que el canal TRPM4 interacciona con alrededor de 124 proteínas, de las cuales 20 son 

proteínas asociadas a citoesqueleto y 8 relacionadas con FA, sugiriendo que el canal 

en un componente intrínseco de adhesiones focales. Adicionalmente, la supresión del 

canal TRPM4 en fibroblastos embrionarios de ratón impacta en el recambio de FA, en 

el influjo de Ca2+ inducido por suero, en la actividad de FAK (Focal adhesión kinase) y 

en la actividad de Rac, afectando directamente a la regulación del mecanismo de 

migración celular. Conjuntamente, se ha demostrado que el canal TRPM4 localiza en 

los complejos de FAs, regulando el Ca2+ intracelular y el recambio de FAs (Cáceres y 

col., 2015). También se ha visto que el silenciamiento de TRPM4 disminuye la invasión 

celular de células de melanoma, tanto en ensayos in vitro como en modelo murino in 

vivo, producto del reordenamiento del citoesqueleto de actina vía activación de cofilina 

(Morales y col. En preparación). Teniendo en cuenta la importancia del canal TRPM4 

en los diversos procesos mencionados anteriormente, resulta de gran interés el estudio 

de sus  mecanismos de regulación del tráfico y actividad. Análisis preliminares de 

nuestro laboratorio han puesto en evidencia que el canal TRPM4 interacciona con un 

grupo de proteínas denominadas End Binding. Esta interacción es un potencial 

candidato como blanco terapéutico para patologías asociadas a la ganancia de función 

del canal TRPM4, entre estas, la migración en el cáncer.  
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End Binding Proteins (EBs) 

Las proteínas End Binding (EB), miembros de la familia RP/EB, son elementos 

centrales en la dinámica del tráfico de proteínas. Existen 3 tipos de proteína, EB1, EB2 

y EB3, codificados por genes separados. Estas pequeñas proteínas (~35 kD), se unen 

específicamente al extremo creciente del microtúbulo (MT). Las proteínas EB están 

involucradas en la regulación de las dinámicas de los microtúbulos, así como también  

en el reclutamiento de diferentes proteínas al cono de crecimiento. Estas proteínas se 

encuentran expresadas en gran cantidad en mamíferos y están envueltas en una gran 

cantidad de procesos tales como ciclo celular, diferenciación, tráfico de proteínas y 

migración celular. Por otra parte se ha visto un aumento en la expresión de EBs en  

distintos tipos de cáncer, y la sobreexpresión promueve el crecimiento tumoral. 

Estudios recientes han determinado que EB2 tiene un papel esencial en la regulación 

de las dinámicas de adhesiones focales y en la migración celular (Yue y col., 2014, Liu 

y col., 2015).  

Se ha descrito que las proteínas EB interaccionan con diferentes proteínas 

mediante un motivo conservado ‘Ser/Thr-x-Ile-Pro’ (S/TxIP). El motivo conservado 

S/TxIP permite la unión de proteínas a EBs mediante un bolsillo hidrofóbico, ubicado 

en el C-terminal, formado por el dímero de proteínas EB. Dentro de este motivo, los 

aminoácidos Isoleucina y Prolina ubicados en los residuos 3 y 4 del motivo “SxIP”, 

participan en la interacción hidrofóbica con las proteínas EB, siendo estos los más 

conservados e  importantes. Además, el motivo “SxIP” esta frecuentemente rodeado 

por aminoácidos bases como arginina y lisina. Estos aminoácidos sirven como 

estabilizadores de la interacción entre proteínas EB y proteínas blancos. 
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Recientemente se ha demostrado el rol de las proteínas EB en la regulación del 

tráfico y localización de distintos canales iónicos. Por ejemplo, EB1 interactúa con 

STIM1, una proteína transmembrana de retículo, que es esencial en la regulación de la 

entrada de Ca2+, mediante la activación de Orai1, ubicado en la membrana plasmática 

(Grigoriev y col., 2008, Park y col., 2009). EB1 ha sido también descrita como una 

proteína regulatoria requerida para el tráfico axonal de los canales Kv1.2, mediante su 

interacción con  la sub unidad auxiliar Kvβ2 (Gu y col., 2006, Gu & Gu 2010, Vacher y 

col., 2011). EB1 está también involucrada en el tráfico de desmoplaquinas y la entrega 

de conexina 43 (Cx43) a las funciones adherentes en cardiomiocitos (Smyth y col., 

2010). EB3 también interactúa con el receptor de IP3 controlando su “clustering”, y 

señales de Ca2+, bajo la estimulación de α-trombina en células endoteliales (Geyer y 

col., 2015). EB1 y EB2 regulan la localización y asociación de ACF7 y MAP4K4, 

afectando el desensamblaje de adhesiones focales (Yue y col., 2014). Por otra parte, 

se ha reportado que EB2 interacciona con Hax1; proteína que regula el citoesqueleto 

de actina, dinámicas de adhesión celular y migración celular; y que esta interacción es 

importante para el recambio de las adhesiones focales y el movimiento celular (Liu y 

col., 2015) 

En nuestro laboratorio, mediante análisis bioinformático de la secuencia 

primaria de TRPM4 se logró identificar un motivo de interacción “SxIP” con las 

proteínas EBs entre los residuos Ser9 a Pro12 (9SWIP12). Además se encontraron 

varios residuos básicos cerca del motivo “SxIP”. Por lo que se propone que el canal 

TRPM4 posee un motivo “SxIP” de unión a proteínas EBs. Específicamente el motivo 

“SWIP”, ubicado en el extremo amino-terminal, que regula el tráfico de los canales 

desde el retículo hacia el aparato de Golgi y membrana plasmática. En nuestro 
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laboratorio se demostró, mediante pull down, la interacción entre el canal TRPM4 y las 

proteínas EBs (Figura 2). Es por esto que la interacción entre TRPM4 y las proteínas 

EBs, es un blanco terapéutico para patologías donde exista ganancia de función del 

canal TRPM4.  

 

 

 

Figura 2. Validación de la interacción entre en canal TRPM4 y las proteínas EBs. Imagen 

representativa de un ensayo pulldown realizado en lisado de célula TREx293-TRPM4 usando como cebo 

de la columna GST, GST-EB1, GST-EB2, GST-EB3. (Obtenido de Blanco, C. En preparación) 

 

Péptidos penetrantes 

Existe una gran iniciativa para desarrollar nuevas y más eficientes formas de 

entregar drogas a los pacientes. En el corto periodo se han generado nuevas 

tecnologías para mejorar la asociación de compuestos terapéuticos en células 

(Opalinska and Gewirtz, 2002; Järver and Langel, 2004; Glover et al., 2005; Torchilin, 
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2005; De Fougerolles et al., 2007; Kong and Mooney, 2007). En particular, una serie de 

estrategias no virales se han propuesto tales como incluir lípidos, policationicos, 

nanoparticulas y formulaciones basadas en péptidos (Morris et al., 2000; Ogris and 

Wagner, 2002; Järver and Langel, 2004; Torchilin, 2005), pero solo unas pocas de 

estas tecnologías son eficientemente  aplicadas in vivo a niveles pre-clínicos o clínicos. 

Los péptidos permeables (CPPs) corresponden a secuencias pequeñas de 30 

aminoácidos y son parte de la estrategia para superar las limitaciones extracelulares e 

intracelulares de incluir biomoleculas tales como DNA, oligonucleótidos, siRNA, péptido 

ácido nucleico (PNA), proteínas, péptidos y liposomas. Los CPPs pueden 

desencadenar el ingreso de un cargo  a través de la membrana celular hacia el 

citoplasma de las células, mejorando la ruta de ingreso y facilitando  la interacción con 

el blanco final. (Derossi y col., 1994; Fawell y col., 1994; Pooga y col., 1998; Wender y 

col., 2000; Deshayes y col 2005; Meade and Dowdy, 2007; Morris y col., 2008). 

 En 1988, Frankel y Pabo, mostraron que la proteína trans-activadora TAT del 

VIH-1 pudo entrar a las células y translocar al núcleo (Frankel and Pabo, 1988). En una 

primera instancia, se demostró que sólo una porción de los 86 aminoácidos que 

conforman la proteína era necesaria para entrar a la célula (Green & Loewenstein 

1988). Estudios posteriores afirmaron que sólo los aminoácidos 48 al 57 de la 

estructura primaria de la proteína TAT eran esenciales para la translocación (Vivés y 

col., 1997). El segundo péptido identificado fue penetratina que entra naturalmente a 

las células y regula su morfogénesis (Vasconcelos y col., 2013). 

 La habilidad para introducir drogas y otras biomoleculas activas dentro de la 

célula permite la investigación del potencial uso de los CPPs como terapia. Un gran 

número de estudios preclínicos han reportado el éxito del uso de complejos de CPPs 
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asociados a cargos terapéuticos contra el cáncer, distrofia muscular, cardiologías, 

enfermedades antiprionicas e infecciones virales y bacterianas. 

 En la última década se han usado los CPPs para el tratamiento de cáncer, que 

dirigen bajas concentraciones de drogas toxicas contra tejidos específicos tales como 

tumores,  corazón, etc. También pequeñas moléculas quimioterapéuticas han sido 

llevadas como cargos por CPPs tales como doxorubicina, metotrexato, ciclosporina A y 

paclitaxel. 

 A modo de resumen, análisis bioinformáticos de la estructura primaria de 

TRPM4 han permitido identificar un motivo de interacción ‘SWIP’ con las proteínas 

EBs, localizado en la región amino terminal del canal. Además, en nuestro laboratorio 

se han realizado ensayos de inmunoprecipitación y pull down que confirman esta 

interacción. También la deleción y mutación puntual del motivo ‘SWIP’ en el N-terminal 

del canal TRPM4 afectan la localización y actividad del canal. De acuerdo a esto, las 

proteínas EBs estarían participando en el tráfico y exportación del canal TRPM4 a la 

membrana plasmática, modulando su actividad en la célula.  Por su parte, dado que el 

aumento en la expresión de TRPM4 está asociado con diversos estados 

fisiopatológicos, resulta relevante evaluar nuevos blancos terapéuticos y uso de drogas 

que interfieran con este mecanismo. Específicamente, cobra importancia determinar 

si la competición de la interacción TRPM4-EB mediante el uso del péptido 

competitivo TAT-N-TRPM4WT afecta el tamaño, el número y la tasa de desensamblaje 

de FAs; y en consecuencia a la invasión celular causante de la metástasis. Sin 

embargo, esto no ha sido estudiado aún. 
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Hipótesis 

Dado que  el aumento de la expresión del canal TRPM4 está asociado a distintos 

estados fisiopatológicos, además de regular las dinámicas de desensamblaje de 

adhesiones focales y también de encontrarse asociado al mecanismo de migración de 

células cancerígenas, resulta de gran importancia investigar posibles fármacos y/o 

terapias que disminuyan la expresión del canal TRPM4. En nuestro laboratorio se ha 

identificado mediante análisis bioinformáticos de la estructura primaria de TRPM4 un 

motivo de unión “SWIP” del canal TRPM4 con las proteínas EBs, localizado 

específicamente en el extremo amino terminal del canal. Además se ha confirmado 

esta interacción mediante ensayos de inmunoprecipitación y pulldown. También se ha 

visto que una deleción del motivo “SWIP” del canal TRPM4 estaría afectando tanto a la 

localización como actividad del canal. La evidencia anterior sugiere que las proteínas 

EBs, estarían regulando la exportación del canal TRPM4 hacia la membrana. En 

consecuencia se propone que: 

“El uso de péptidos competitivos contra la interacción TRPM4-EB disminuye la 

tasa de desensamblaje de las adhesiones focales y en consecuencia la invasión 

celular.”  

Objetivo general: Evaluar la utilización de péptidos competitivos para la 

interacción TRPM4 y proteínas EB como inhibidores de la invasión celular.  

Objetivos específicos 

Objetivo 1.- Determinar el efecto de los péptidos competitivos contra la 

interacción entre TRPM4 y proteínas EBs como inhibidores de la migración e 
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invasión celular. Se emplearán los constructos generados en nuestro laboratorio que 

contienen el motivo “SWIP” del canal TRPM4 y una proteína EGFP fusionada (EGFP-

N-TRPM4WT). Ya que el motivo “SWIP” interacciona con las proteínas EBs, con el uso 

del constructo se pretende causar un efecto en las dinámicas de las adhesiones 

focales, provocando una disminución en la invasión y migración celular. 

Objetivo 2.- Determinar el efecto de los péptidos penetrantes competitivos 

contra la interacción entre TRPM4 y proteínas EBs y su efecto en la distribución 

de adhesiones focales y en la invasión celular 

Se generará un fármaco especifico el cual es un péptido competitivo que contiene los 

primeros 20 aminoácidos del canal TRPM4 dentro de los cuales se encuentra el motivo 

9SWIP12, asociado a la secuencia TAT para permitir la penetración directa de los 

péptidos a las células (TAT-N-TRPM4WT). Además, se sintetizarán dos péptidos más 

como controles negativos (TAT-N-TRPM4ΔSWIP y TAT-N-TRPM4SWNN).  

 Se utilizarán los péptidos competitivos TAT-N-TRPM4WT, TAT-N-TRPM4ΔSWIP y TAT-N-

TRPM4SWNN contra la interacción TRPM4-EBs y se estudiará su efecto. 
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Materiales y Métodos 

 Cultivo celular. 

  Se trabajó con células A549 y B16-F10, cultivadas a 37 °C y 5% CO2 en medio 

DMEM alto en glucosa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) y medio RPMI (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EEUU), respectivamente, suplementadas con suero fetal bovino (SFB) 

5% v/v, glutamina 2 mM, 100 µg/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina. 

Transfección transitoria. 

Se preparó el complejo de Lipofectamina LTX (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) 

en 200 ul de medio RPMI 0%FBS con 1ug de DNA (4 condiciones EGFP, EGFP-N-

TRPM4WT, EGFP-N-TRPM4ΔSWIP, EGFP-N-TRPM4SWNN). Posteriormente las células 

B16-F10 se soltaron usando tripsina. Luego se contaron 200.000 células y se 

agregaron al complejo de Lipofectamina-DNA. Finalmente se sembraron en placas de 

35mm.  

Péptidos Permeables. 

Se trabajó con 3 péptidos distintos asociados a la secuencia 

TAT(YGRKKRRQRRR) que contenían los primeros 20 aminoácidos de la estructura 

primaria del canal TRPM4 (MVVPEKEQSWIPKIFKKKTC) y un epítopo de 

reconocimiento HA (YPYDVPDYA). Los péptidos permeables denominados TAT-

TRPM4WT -HA, TAT-TRPM4ΔSWIP -HA y TAT-TRPM4SWNN -HA se sintetizaron con ayuda 

de la empresa Pepmic Co., Ltd (China), a través de cromatografía líquida de alto 

rendimiento. Se alcanzó una pureza superior al 95%. Los péptidos fueron 

reconstituidos en agua a una concentración de 20 mM y mantenidos a -20°C antes de 

ser usados. 
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Inmunofluorescencia. 

Se incubaron las células con los péptidos permeables TAT-TRPM4WT-HA, TAT-

TRPM4ΔSWIP-HA y TAT-TRPM4SWNN-HA  durante 24 horas y se transfectaron las células 

B16-F10 con los constructos EGFP, EGFP-N-TRPM4WT, EGFP-N-TRPM4ΔSWIP , EGFP-

N-TRPM4SWNN. Luego, las células se lavaron con DPBS frío (2,67 mM KCl, 1,47 mM 

KH2PO4, 137,93 mM NaCl, 8,06 mM Na2HPO4-7H2O) y se fijaron por 15 minutos a 4°C 

con solución de fijación (4% p/v formaldehído, 4% p/v sacarosa en DPBS pH 7,4). 

Posteriormente, las células se bloquearon y permeabilizaron con solución de bloqueo 

(Leche libre de grasas al 4% p/v y 0,1% v/v Tritón X-100 en DPBS) durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Posteriormente las células tanto A549 como B16-F10 fueron 

tratadas con el anticuerpo de ratón IgG1 anti-Vinculin (Sigma). Los anticuerpos se 

incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios se 

tiñeron con anticuerpos secundario anti-IgG1 de ratón conjugado con el fluoróforo 

Alexa 488 (Life technology) para las células A549 y con el fluoróforo Alexa 555 (Life 

technology)  para las células B16-F10, según correspondiera durante una 1 hora a 

temperatura ambiente. Además las células B16-F10 fueron tratadas con el anticuerpo 

de ratón anti-EGFP IgG2a. Se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego 

el anticuerpo primario IgG2a fue teñido con anticuerpo secundario anti-IgG2a 

conjugado con el fluoróforo 488 (Life Technology). El anticuerpo secundario fue 

incubado durante 1 hora a temperatura ambiente. Todas las células se lavaron 3 veces 

con DPBS durante 10 minutos. Los núcleos fueron teñidos con Hoechst 33258 (200 

ng/mL). Finalmente, los cubreobjetos se montaron con el reactivo de montaje 

ProLong® Gold (Thermo Scientific, Rockford, IL, EEUU). Para la adquisición de las 

imágenes, se empleó un microscopio Spinning Disk. Finalmente, en el análisis y 
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preparación de las imágenes se utilizó el programa Image J y Adobe Illustrator CC 

(2017). Los anticuerpos utilizados se encuentran resumidos en la Tabla 1. 

 

Tabla 1.- Anticuerpos usados para inmunofluorescencia. 

Anticuerpo Isotipo Dilución 
Fuente 

 

Monoclonal (ratón) anti-

Vinculina 

IgG1 1:200 Sigma 

Monoclonal (ratón) anti-EGFP 
IgG2a 1:10 Life Technology 

Policlonal (cabra) anti-Ratón  

IgG1 conjugado con Alexa Fluor 

555  

 

IgG 1:500 Life Technology 

Policlonal (cabra) anti-Ratón  

IgG1 conjugado con Alexa Fluor 

488  

IgG 1:500 Life Technology 

Policlonal (cabra) anti-Ratón  

IgG2a conjugado con Alexa 

Fluor 488 

IgG 1:500 Life Technology 
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Ensayo de cámara transwell 

Las células fueron sembradas en las cámaras de transwell (8 μm pore, Corning 

Costar Corp, Tewksbury, MA, USA). La invasión celular fue inducida agregando medio 

de cultivo con FBS al 10% v/v en la cámara inferior y sin suero en la cámara superior. 

Esto generó un gradiente quimio-atrayente, con el cual las células se vieron 

estimuladas a migrar. Para determinar la capacidad invasora de las células tumorales, 

fue necesario agregar Matrigel, un mix de proteínas basales de la matriz extracelular 

(ECM). El mix está compuesto principalmente de lamininas y colágeno IV. Cuando el 

mix es incubado a 37°C forma una especie de gel semejante en composición a la ECM.  

Las células que no migraron fueron removidas, y las que migraron fueron fijadas con 

0.2% v/v  cristal violeta 10% v/v  etanol. Las células fijadas se contaron y se 

expresaron en porcentaje respecto al control. 

Dinámica de adhesiones focales. 

El proceso de dinámicas de FAs fue estudiado mediante Live-Cell Time-Lapse 

en células B16-F10 donde se co-transfectó transitoriamente mCherry-Paxillin por un 

lado, y EGFP o EGFP-N-TRPM4WT o EGFP-N-TRPM4ΔSWIP o EGFP-N-TRPM4SWNN por 

otro. 48 horas luego de la transfección, las células fueron soltadas sobre cubre objetos 

incubados con fibronectina 10 µg/mL y depletadas por 3 horas con NCZ 10 µM. El 

desensamblaje de las FAs fue inducido agregando suero 10% v/v en solución Krebs. 

Las imágenes fueron tomadas cada 30 segundos durante media hora. Las imágenes 

fueron procesadas usando el servidor Focal Adhesion Analysis Server (FAAS) 

(Berginski ME, Gomez SM; 2013). 
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Análisis estadístico. 

 Para el análisis estadístico de los datos se utilizó t test no pareado. Todos los 

análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, EUA). Se considera la significancia estadística con una valor 

de p < 0,05 (* p < 0.05) 
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Resultados 

Efecto de los péptidos competitivos contra la interacción entre 

TRPM4 y proteínas EBs como inhibidores de la invasión celular. 

El primer objetivo de este trabajo fue probar el constructo generado en nuestro 

laboratorio que expresa el péptido correspondiente a la secuencia N-terminal del canal 

TRPM4. El constructo compite con la interacción TRPM4-EBs (EGFP-N-TRPM4WT). 

Además se generaron dos constructos que actúan como péptidos inactivos o controles. 

Los cuales corresponden a la misma región N-terminal del canal, pero uno con la 

deleción del motivo “SWIP” (entre el aminoácido 9 y 12) (EGFP-N-TRPM4SWIP) y la 

otra versión mutante  que consiste en una doble sustitución puntual donde los 

aminoácidos Isoleucina y Prolina del motivo “SWIP” fueron cambiados por asparragina 

(EGFP-N-TRPM4SWNN). En particular, se buscó determinar cómo afecta el constructo a 

la invasión celular. Estudios recientes demuestran que la migración e invasión celular 

requiere una comunicación precisa entre la célula y el medioambiente. Estos procesos 

son regulados principalmente por las FAs. Las FAs son los sitios principales de 

comunicación entre las células y la matriz extracelular. Si bien la estructura molecular 

de los complejos de adhesión focales ha sido bien estudiada (Kanchanawong el al., 

2010; Liu et al., 2015), no ha ocurrido así con el estudio del mecanismo de dinámica de 

FAs. Resultados de nuestro laboratorio han demostrado que el incremento de la 

actividad del canal TRPM4 estaría afectando el recambio de las FAs, disminuyendo el 

desensamblaje de éstas. Por esto se quiso estudiar el efecto que tienen los péptidos 

competitivos sobre la distribución de las adhesiones. Para esto se transfectaron células 

B16-F10 con el constructo EGFP-N-TRPM4WT . Luego se sembraron en cubre objetos 
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con fibronectina. Se depletaron durante 3 h con NCZ con el fin de sincronizar el 

crecimiento de microtúbulos. Finalmente mediante inmunofluorescencia se observó 

vinculina y se analizaron las adhesiones focales. En estos experimentos, se observó 

que al transfectar con el constructo EGFP-N-TRPM4WT hay un aumento tanto en el 

número como en el tamaño promedio de las FAs por célula luego de 45 minutos de 

lavado del NCZ (figura 3). Esto sugiere que el desensamblaje de las FAs estaría siendo 

afectado por la competencia del péptido EGFP-N-TRPM4WT en la interacción TRPM4-

EBs 
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Figura 3. El Péptido EGFP-N-TRPM4
WT

 genera un aumento tanto en el número como en el tamaño 

de las FAs. A. Células B16-F10 transfectadas transitoriamente con el péptido EGFP-N-TRPM4
WT

 y 

tratadas con NCZ (10µM) durante 3 h. Se realizó una inmunofluorescencia donde se marcó vinculina 

(rojo), EGFP (verde) y núcleo (Azul). B. Gráfico representativos del número promedio de adhesiones 

focales obtenidos en A. C. Gráfico representativo del tamaño promedio de adhesiones focales obtenidas 

en A. (n=4). La significancia estadística fue analizada por t test no pareado, * p<0,05. 
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 El incremento del tamaño y el número de las FAs sugiere que existe una 

disminución en la tasa de desensamblaje de estas.  Por lo que se realizó un 

experimento para observar la dinámica de las FAs en time laps (figura 4). Al calcular el 

promedio de la tasa de desensamblaje de FAs se comprobó que en presencia del 

péptido competitivo el desensamblaje de las FAs disminuye significativamente con 

respecto a la versión sin péptido. Las condiciones controles tuvieron un 

comportamiento parecido a la versión sin péptido. Este resultado reafirma la 

importancia de la interacción TRPM4-EBs para el desensamblaje de las adhesiones 

focales.   

 

 

 

 

 

 

Figura 4. La expresión del péptido EGFP-N-TRPM4
WT

 disminuye la tasa de desensamblaje de las 

FAs. A. Gráfico representativo de los ensayos de time laps en células B16-F10. (n = 3). La significancia 

estadística fue analizada por t test no pareado, * p<0,05 EGFP comparada con EGFP-TRPM4
WT

. 
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Entonces ya que disminuye la tasa de desensamblaje de las FAs, es de esperar una 

disminución en la invasión celular. Para corroborar lo anterior se transfectaron células 

B16-F10 con el constructo EGFP-N-TRPM4WT y se observó la capacidad invasiva de 

las células mediante ensayos de transwell (figura 5). Se calculó la invasión relativa de 

las condiciones EGFP-N-TRPM4WT, EGFP-N-TRPM4SWIP y EGFP-N-TRPM4SWNN, 

considerando EGFP como 100% de invasión. Se determinó que la capacidad invasiva 

de las células B16-F10 disminuye al transfectar las células con EGFP-N-TRPM4WT. 

Este resultado sugiere que el péptido estaría compitiendo con la interacción proteína-

proteína TRPM4-EBs y causa una disminución en la invasión celular. 

 

Figura 5. EGFP-N-TRPM4
WT

, disminuye la invasión celular. A. Ensayo de invasión en cámara transwell 

de células B16-F10 transfectadas con EGFP-N-TRPM4
WT

. B. Gráfico representativo de lo obtenido en A 

(n=3). La significancia estadística fue analizada por t test no pareado, * p<0,05 EGFP comparada con 

EGFP-TRPM4
WT

. 
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Péptidos permeables competitivos contra la interacción entre 

TRPM4 y proteínas EBs y su efecto como fármaco directo en la 

migración e invasión celular. 

Con el fin de generar un fármaco para competir con la interacción TRPM4-EBs, 

en nuestro laboratorio se diseñó un péptido permeable capaz de penetrar la célula sin 

mayores efectos tóxicos. Para esto los primeros 20 aminoácidos de la secuencia del 

canal TRPM4, dentro de los cuales se encuentra el motivo 9SWIP12, se fusionaron con 

una secuencia TAT. Esta secuencia permite al péptido ingresar directamente a la 

célula sin mayores efectos tóxicos en ella. Se emplearon células A549 (Carcinoma de 

pulmón humano) que presentan una alta expresión del canal TRPM4. Se realizó la 

incubación del péptido permeable TAT-N-TRPM4WT en células A549. Mediante la 

técnica de inmunofluorescencia se observó vinculina, y se determinó que tanto el 

tamaño como el número de adhesiones focales aumentan (Figura 6B y 6C, 

respectivamente). Sugiriendo una disminución en el desensamblaje de las FAs. Para 

apoyar este resultado se realizó un ensayo de invasión en cámara de transwell (figura 

7). En el ensayo, las células A549 fueron tratadas con 20 µM del péptido TAT-

TRPM4WT. Se observó una disminución de aproximadamente un 25% en la invasión 

celular relativa. Se sugiere entonces que el péptido permeable TAT-N-TRPM4WT 

estaría compitiendo con la interacción TRPM4-EBs de forma efectiva, logrando así 

disminuir la invasión celular.  
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Figura 6. El péptido TAT-TRPM4
WT

 genera un aumento tanto el número como en el tamaño de 

adhesiones focales. A.  Inmunofluorescencia de células A549 tratadas con el péptido permeable  TAT-

TRPM4
WT

, TAT-TRPM4
SWIP

, TAT-TRPM4
SWNN

. Las condiciones fueron teñidas con anti-Vinculin (verde) y 

Hoetsch (azul). B. Gráfico representativos del tamaño de adhesiones focales promedio obtenidos en A. C. 

o al Gráfico representativo del número de adhesiones focales promedio obtenidas en A. La significancia 

estadística fue analizada por t test no pareado, * p<0,05 Sin péptido comparada con TAT-TRPM4
WT

. 
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Figura 7. El péptido TAT-N-TRPM4
WT

 reduce la invasión y migración celular en A549. (A) Ensayo de 

invasión en cámara transwell de células A549 incubadas con 20 µM del péptido TAT-N-TRPM4
WT

. B. 

Gráfico representativo de lo obtenido en A (n=3). 
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Discusión 
 

La migración y contractilidad celular son procesos fundamentales que están 

presentes en gran cantidad de eventos fisiológicos y fisiopatológicos tales como 

reparación de tejidos, respuesta inmune, remodelamiento de tejidos, fibrosis y 

metástasis del cáncer. Estos procesos están regulados por una gran variedad de 

mecanismos como el rearreglo de citoesqueleto, el recambio de adhesiones focales 

(FAs) y las oscilaciones de Ca2+ intracelular (Ridle y cols 2003, Cáceres y cols 2015). 

Recientemente, Los canales iónicos han sido estudiados por su participación en la 

regulación de las dinámicas del citoesqueleto y la mecanotransducción requerida para 

la migración celular (Fioro Pla, A., & Gkika, D. 2013; Zaidel-Bar, R y cols 2007).  

En particular, el canal TRPM4 es un canal catiónico no selectivo activado por 

Ca2+ intracelular e impermeable a Ca2+ (Nilius, B., y cols 2005). El canal TRPM4 se 

encuentra expresado en un extenso rango de tejidos humanos y regula diferentes 

procesos tales como la muerte y proliferación celular; secreción de insulina, 

diferenciación de celular T y migración celular. El canal TRPM4 tiene un importante 

efecto en la regulación de señales intracelulares de Ca2+ proporcionando la 

despolarización necesaria de la membrana para el influjo local de Ca2+. 

 En particular el canal TRPM4 está asociado a la migración celular. Por 

ejemplo, se ha visto que el canal TRPM4 regula la migración de las células 

dendríticas (Barbet y cols., 2008) y la migración de los mastocitos (Shimizu y 

cols., 2009). Estos efectos son mediados por una regulación del Ca2+ intracelular, 

dependiente del canal TRPM4. Cabe destacar que la regulación del Ca2+ es un 

proceso importante en la señalización asociada a la migración y contractilidad 
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celular. En este trabajo, se demostró que al utilizar los péptidos competitivos contra 

la interacción entre el canal TRPM4 y las proteínas EBs, disminuye la invasión y 

migración celular. Esto ocurre mediante la disminución del desensamblaje de las 

adhesiones focales. La formación de las adhesiones focales en el frente de la 

célula, y el desensamblaje en la parte de atrás, es crítica para la migración de 

muchas células adherentes (Webb, D. J y col. 2002; Sastry, S. K. & Burridge, K. 

2000). Por otra parte, los microtúbulos han emergido como candidatos de la 

estimulación del desensamblaje de las adhesiones focales (Kaverina, I. y col 1999; 

Small, J. y col, 2002).  

 En nuestro laboratorio se demostró mediante ensayos de 

inmunoprecipitación y pulldown la interacción entre el canal TRPM4 y las proteínas 

EBs, mediante el motivo “SWIP". Con el fin de mediar la expresión y actividad del 

canal TRPM4, en nuestro laboratorio se generó un péptido competitivo EGFP-N-

TRPM4WT, el cual compite con la interacción EBs-TRPM4, afectando la actividad y 

expresión del canal TRPM4 (Blanco, C. y col. En preparación). El knockdown del 

canal TRPM4, disminuye la tasa de desensamblaje de las FAs y la invasión celular 

(Cáceres M. y col 2015).  A diferencia del knockdown del canal TRPM4, la 

competición inhibe el tráfico y la actividad del canal (Blanco y Col. En preparación) 

posicionándolo como un potencial blanco terapéutico. En consecuencia, cobra 

importancia determinar si la competición de la interacción TRPM4-EB mediante el 

uso del péptido competitivo EGFP-N-TRPM4WT, afecta la actividad y la expresión 

del canal TRPM4, en el tamaño, el número,  la tasa de desensamblaje y la invasión 

celular. En nuestro laboratorio se ha demostrado que el canal TRPM4 normalmente 

se encuentra localizado en la membrana plasmática. Sin embargo, al utilizar el 
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péptido competitivo EGFP-N-TRPM4WT  se puede apreciar un cambio en la 

localización subcelular del canal. La distribución del canal es más citoplasmática y 

disminuye su presencia en membrana (Blanco, C. y col. En preparación). En el 

presente trabajo, se observó que en presencia del péptido competitivo EGFP-N-

TRPM4WT aumenta el área y el tamaño de FAs. Este aumento podría estar 

relacionado con una disminución en la tasa de desensamblaje de las FAs, por lo 

que se decidió realizar un experimento de desensamblaje de FAs. A partir de los 

resultados del experimento de desensamblaje se determinó que la competencia de 

la interacción TRPM4-EBs con el péptido EGFP-N-TRPM4WT genera efectivamente 

una disminución en la tasa de desensamblaje de las FAs. 

Al observar por un lado, que el desensamblaje de las FAs disminuye en 

presencia del péptido competitivo y considerando por otro lado el antecedente que la 

migración de células está relacionada directamente con la dinámica de las FAs 

(Wehrle-Haller, B., & Imhof, B. A. 2003), se propuso realizar ensayos de invasión 

celular in vitro, en presencia del péptido competitivo y se observó una disminución 

cerca de un 40% de la invasión celular relativa. Esto demuestra que efectivamente el 

péptido competitivo está disminuyendo la invasión celular a través de la disminución de 

la dinámica de las FAs. 

Con el fin de generar un fármaco de fácil penetración y poca toxicidad celular 

para disminuir la migración de las células cancerígenas, se diseñó un péptido el cual 

contiene los primeros 40 aminoácidos del amino terminal del canal TRPM4, donde se 

encuentra el motivo “SWIP”, que es el motivo de unión de la interacción TRPM4-EBs. 

Además se encuentra fusionada una secuencia TAT, la cual permite el ingreso del 

péptido sin mayores efectos tóxicos para la célula. Se determinó que utilizando una 
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concentración de 20 µM del péptido TAT-TRPM4WT, se genera un cambio en la 

distribución del canal TRPM4 (Blanco, C. y col. En preparación). Considerando lo 

mencionado anteriormente, se propuso utilizar el péptido TAT, y estudiar los 

mismos parámetros que con el péptido EGFP-N-TRPM4WT. Se pudo observar que 

afecta a la distribución de las adhesiones focales, y también disminuye cera de un 

25% la migración celular. 

Recientemente, se ha caracterizado estructuralmente TRPM4. Se ha visto 

que el canal está constituido principalmente por un dominio transmembrana y otro 

soluble, sin embargo algunas estructuras alejadas del dominio transmembrana no 

se logran determinar con una buena resolución, esto debido a la gran movilidad que 

existe en estas estructuras. Se divide primordialmente en tres niveles, el nivel 

inferior, donde se encuentra el dominio N-terminal y el dominio C-terminal, los 

cuales sirven para la tetramerización del canal. Luego el nivel medio, que consiste 

en secuencias múltiples hélices (LHD1-LHD12), que sirven como link de unión entre 

el nivel inferior y superior. Y el nivel superior, que está constituido por seis dominios 

transmembrana (S1-S6), y un dominio adicional entre el segmento S1-S4 una 

característica que podría ser distinta a la subfamilia TRPM, cabe destacar que el C-

terminal de cada subunidad se juntan formando un coiled-coil que está rodeado por 

un gran dominio entrelazado comprendido por cuatro sub unidades amino-terminal 

del canal TRPM4. (Autzen, H. y cols, 2018). La región amino-terminal estaría 

jugando un papel importante tanto en el ensamblaje del canal como en la actividad 

de este, como por ejemplo que las uniones de ATP en bolsillos específicos en el 

dominio amino terminal de cada sub-unidad del canal TRPM4, rodeado de 

aminoácidos básicos que estabilizan la interacción, estarían afectando a la 
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tetramerización del canal, modulando su actividad. (Guo, J., y cols 2017), Además se 

ha visto que existe un bolsillo de unión a decavanato en la región amino-terminal del 

canal TRPM4, lo que sugiere un rol de sensor de estímulos externos. Además  se 

observó una interacción polar entre los aminoácidos S120 y E254, que al parecer, en el 

canal TRPM6 una disrupción en esta interacción, causa un problema en la 

tetramerización del canal, lo que siguiere que esta interacción en la región amino 

terminal del canal TRPM4, estaría jugando un papel importante en el ensamblaje del 

canal. (Winkler, P. A, y cols 2017). El motivo “SWIP” de interacción del canal TRPM4 

con las proteínas EBs, se encuentra entre los aminoácidos 9 y 12 del N-terminal, y se 

ha asociado con el tráfico del canal hacia la membrana, La disrupción de esta 

interacción estaría  afectando tanto la expresión como actividad del canal TRPM4. 

(Blanco C. y col. En preparación). Esto sugiere que la región-amino terminal estaría 

jugando un rol importante tanto en la expresión, tráfico, tetramerización y actividad del 

canal. Lo que lleva a que la región amino terminal del canal TRPM4 resulte de gran 

interés para estudios asociados a patologías involucradas en la ganancia de función 

del canal TRPM4, debido a un aumento en la expresión del canal en membrana. 

 El efecto que genera el péptido competitivo TAT-TRPM4WT sobre la 

interacción TRPM4-EBs, es sobre líneas celulares, donde no se comportan como 

un organismo vivo. Dado esto, es importante estudiar el efecto de los péptidos 

competitivos en modelos in vivo o modelos animales para seguir avanzando con la 

investigación y que estos péptidos puedan ser ocupados en pacientes con 

patologías asociadas a una ganancia de función del canal TRPM4, como el cáncer, 

enfermedades neurodegenerativas, patologías cardiovasculares, entre otras.  

 



35 
 

Conclusiones. 
 

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que: 

- El péptido generado EGFP-N-TRPM4WT, disminuye la tasa de 

desensamblaje de las FAs, y en consecuencia la invasión celular. Esto 

valida la hipótesis de trabajo. 

- La interacción TRPM4-EBs, se presenta como un blanco terapéutico contra 

patologías asociadas a una ganancia de función del canal TRPM4. 

- A modo de generar un fármaco, se generó un péptido penetrante TAT-

TRPM4WT, que afecta la distribución de las FAs y disminuyendo el proceso 

de invasión celular.  
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