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PROLOGO A LA EDICION ESPANOLA

Fisiologia, el estudio de las funciones de los organismos vivos;
ciencia compleja que en su largo camino se caracteriza por abrir
caminos, nuevas areas para las ciencias bioldgicas. Indispensable
para el médico, el estudiante de medicina y casi para cualquiera que
se adentre en las ciencias de la salud. Conocer el funcionamiento
del organismo es el primer paso en la identificacién de lo anormal.

El texto que el lector tiene en sus manos se ha convertido en
muy poco tiempo en el libro mas actualizado en el ambito de las
ciencias fisioldgicas y en uno de los mas apreciados por aquellos
que dan los primeros pasos en el conocimiento de las funciones,
desde el nivel celular hasta el de la vida diaria.

Se trata de un texto escrito a dos plumas (Boron y Boulpaep),
pero que han logrado tal interconexion y armonia entre ellas
que parecen una. Sin embargo, la labor de los profesores Boron
y Boulpaep va mucho mas alld de la simple reescritura de lo ya
conocido y tratado en muchos otros textos de esta ciencia tan
compleja e integrativa. La razén estd en que se trata de un texto
escrito originalmente por una multitud de colaboradores que
provienen de diferentes reas de la fisiologia, todos ellos profesores
con una dilatada experiencia docente, con formacion diversa,
diferente acercamiento clinico y estilos de escritura distintos. Pese
a ello, el trabajo de reescritura y edicién de los profesores Boron
y Boulpaep es brillante, y el texto tiene la consistencia interna y la
integracion que le daria una sola pluma.

Aungque el texto inicia cada tema con los procesos moleculares,
integra paso a paso la informacién en un todo organizado de mane-
ra clara y precisa. Tal vez esta caracteristica sea la mds notable: la
integracion se brinda de manera constante, consistente, salvo en
las secciones que no lo requieren como el control cardiovascular,
respiratorio o renal.

En la actualidad, muchos textos de fisiologia incluyen informa-
cion clinica o fisiopatoldgica. En el caso de Boron y Boulpaep, esto
es una constante. El enfoque clinico esta presente en cada seccién
de manera sucinta pero clara. La contribucién de los autores espe-
cialistas en dreas clinicas facilita la lectura y comprension de las
situaciones mas frecuentes. Esto hace del texto que presentamos
un referencia obligada no solo para estudiantes de medicina, sino
para todo galeno, con independencia de la especialidad que ejerza.

Organizada en diez secciones, la obra de Boron y Boulpaep va
de lo molecular, los procesos biofisicos y bioquimicos o genéticos,
a la integracion de las funciones corporales. Las figuras son de
gran calidad y claridad. Los recuadros y llamadas de atencién son
marcados con iconos que llevan al lector a un area que en pocas
lineas aclara o complementa la informacion. La actualidad de esta
ultima es otra de las caracteristicas del libro. Las referencias dis-
curren desde lo clasico hasta articulos originales recientes que
resuelven dudas o solucionan problemas de larga duracién.

Una seccion novedosa es la fisiologia de la vida diaria, tinica en
su tipo y que enlaza con las regulaciones funcionales cotidianas.

En resumen, el libro de Boron y Boulpaep estd destinado a ser
uno de los mas usados por el ptblico de habla hispana. Contribuye
a dar una vision integral del funcionamiento del organismo a todos
los niveles. Pronto veremos cémo labra su camino.

JEsUs HERNANDEZ FALCON
Profesor del Departamento de Fisiologia
Facultad de Medicina, UNAM
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PREFACIO A LA TERCERA EDICION

Estamos encantados de que la comunidad fisioldgica recibiera con
tanto entusiasmo la segunda edicién de nuestro libro. La triple
filosofia que nos ha guiado en las dos ediciones anteriores ha per-
durado durante la preparacion de esta tercera.

En primer lugar, combinamos la experiencia de diferentes auto-
res con la coherencia de una unica redaccion. En la primera edicion
logramos esta uniformidad sentindonos codo con codo frente a
un ordenador conforme reescribiamos la primera version de nues-
tros autores linea por linea. En el momento en el que empezamos
a editar la tercera edicién, uno de nosotros tuvo que mudarse
desde New Haven hasta Cleveland. Aun asi, seguimos editando en
colaboracién y en tiempo real, con nuestros monitores conectados
gracias a un programa informatico con el que podiamos compartir
nuestros escritorios en pantalla. Después de mas de dos décadas,
nos hemos acostumbrado tanto a los estilos de redaccién de cada
uno de nosotros que podemos, en el sentido mas literal, finalizar
las frases del otro.

En segundo lugar, seguimos integrando conceptos fisiologicos,
partiendo desde el nivel del ADN y la epigenética hasta el cuerpo
humano, y todo lo que queda entre ellos.

En tercer lugar, completamos la presentacion de principios
fisiol6gicos importantes emparejandolos con ilustraciones fisiopa-
toldgicas, situando de este modo la fisiologfa en un contexto clinico.

En esta tercera edicion hemos actualizado la totalidad del libro
para recoger las perspectivas moleculares mas novedosas. Duran-
te el proceso, hemos recortado la version impresa del libro en
40 paginas. La tercera edicion contiene 20 figuras nuevas o redibuja-
das, asi como mejoras en otras 125. Asimismo, hemos incluido mas
de 190 tablas. En la primera edicién pusimos en marcha el concep-
to de las notas exclusivamente en linea, es decir, notas a pie de
pégina que estaban disponibles en Student Consult. Estas notas
(senaladas por iconos Eg en la version impresa del libro) amplian
conceptos del texto, proporcionan detalles y derivaciones de ecua-
ciones, afaden ilustraciones clinicas e incluyen temas de interés
(p. €j., biografias de fisiologos célebres). Gracias al creciente uso de
materiales en linea y de libros electrénicos, nuestros lectores aco-
gerdn de buen grado nuestras actualizaciones de las notas previas,
asi como el incremento del 13% en el total de notas de esta tercera
edicion hasta llegar a unas 750. En la segunda edicién le propor-
cionabamos al lector un gran nimero de referencias cruzadas a
contenidos aclaratorios dentro del libro refiriendo los numeros de
los capitulos. En esta tercera edicion hemos ampliado notablemen-
te su niimero, pero ahora remitimos al lector a paginas concretas
impresas y a parrafos concretos en la version ebook (en inglés), que
proporciona ademas una lista de referencias bibliograficas.

En la seccion II (Fisiologia de las células y las moléculas),
los puntos de vista mas novedosos nos llevaron a una revisién
sustancial del capitulo 4 («Regulacién de la expresion génica»),
incluyendo los apartados sobre epigenética y modificaciones pos-
translacionales. Ademas, los avances en la genomica fisiologica y en
los conocimientos relativos a enfermedades genéticas nos llevaron
a ampliaciones importantes de dos tablas, una sobre la familia de
transportadores SLC (tabla 5-4 en el capitulo «Transporte de solutos
y agua») y la otra relativa a los canales ionicos (tabla 6-2 en el
capitulo «Electrofisiologia de la membrana celular»). En estas dos

tablas, nuestras actualizaciones ayudaran al lector a navegar a través
de lo que a veces son multiples sistemas de terminologia.

En la seccién III (Sistema nervioso), los nuevos avances mole-
culares condicionaron cambios importantes en el capitulo 15
(«Transduccion sensorial»), incluyendo la transduccién gustativa.
En la seccién IV (Sistema cardiovascular) hemos mejorado los
fundamentos moleculares de las corrientes idnicas en el capitu-
lo 21 («Electrofisiologia cardiaca y el electrocardiograma»). En la
seccién VI (Sistema urinario), dimos la bienvenida a Peter Aronson
como nuevo coautor. Los logros alcanzados en los conocimientos
moleculares condujeron a mejoras importantes en el capitulo 36,
incluyendo los apartados sobre la urea, el urato, el fosfato y el calcio.
En la secciéon VII (Sistema gastrointestinal), el capitulo 43 («Pén-
creas y glandulas salivales») sufri6 una actualizacién notoria en
la que se inclufa una ampliacion del tratamiento de las glandulas
salivales. En el capitulo 45 («Digestion y absorcién de nutrientes»),
dimos la bienvenida a Charles Mansbach como nuevo coautor. La
seccion VIII (Sistema endocrino) experimentd una puesta al dia
notable, incluyendo el manejo del fosfato en el capitulo 52 («Las
glandulas paratiroides y la vitamina D»). En la seccién IX (Sis-
tema reproductor), dimos la bienvenida a dos nuevos autores.
Sam Mesiano actualiz6 extensamente los capitulos 53 («Diferenciacion
sexual») a 56 («Fecundacion, embarazo y lactancia») y George
Lister puso al dia el capitulo 57 («Fisiologia fetal y neonatal»).
Finalmente, en la seccion X (Fisiologia de la vida cotidiana) dimos
la bienvenida a Shaun Morrison, que actualizé ampliamente el
capitulo 59 («Regulacion de la temperatura corporal»). El capitu-
lo 62 («Fisiologia del envejecimiento») sufrié cambios importantes,
incluyendo tratamientos novedosos de la necroptosis y la fragilidad.

EBOOK

Ademas de seguir disfrutando de la versién impresa de nuestro
libro, el lector puede acceder también al contenido ampliado a
través de las plataformas StudentConsult.com y StudentConsult.es.
Ellibro electrénico (en inglés) también estd disponible a través de la
aplicacion Inkling para tabletas y teléfonos inteligentes. Indepen-
dientemente de cudl sea el dispositivo de acceso al material elec-
trénico, el estudiante puede consultar las notas, los enlaces cruzados
y las referencias, tal y como ya hemos senalado anteriormente, y
también puede «seguir» a los profesores y ver sus puntos mas des-
tacados y sus anotaciones en el texto.

AGRADECIMIENTOS

Un libro de texto es la culminacion de una colaboracion satisfac-
toria entre muchos individuos. Damos las gracias en primer lugar
a nuestros autores de los capitulos, enumerados bajo el epigrafe
Colaboradores en las paginas v y vi. También nos gustarfa dar las
gracias a los colegas que redactaron las notas para la pagina web
(WebNotes) y que proporcionaron otros materiales e informacio-
nes valiosas. Roberto Dominguez proporciond la figura 9-5A y
Slavek Filipek y Kris Palczewski proporcionaron la figura 15-12.

IX
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X PREFACIO A LA TERCERA EDICION

Philine Wangemann realiz6 unas sugerencias sumamente valiosas
para el apartado sobre transduccidn vestibular y auditiva en el ca-
pitulo 15. George Dubyak respondi6 a numerosas consultas. Tam-
bién agradecemos las sugerencias o correcciones que nos enviaron
nuestros lectores; los enumeramos en la @) NP-1.

Agradecemos a David y Alex Baker, del estudio de arte DNA
Mlustrations, Inc, su disefio de nuevas figuras y la actualizacion
de otras, conservando el atractivo estético del libro establecido
originariamente por JB Woolsey and Associates.

En Elsevier estamos sumamente agradecidos a Elyse O’Grady
(Executive Content Strategist) por su confianza y su paciencia.
Marybeth Thiel (Senior Content Development Specialist) fue el
eje de comunicaciones del proyecto, responsable de coordinar
a todos los participantes en el libro y de encajar los numero-
sos elementos que constituian el producto final. Su meticulosa
atencién ha sido indispensable. También agradecemos a David
Stein (Senior Project Manager) su supervision en la producciéon
de la obra. Afandndose por darle coherencia, Elsevier nos hizo

el favor de asignar a un solo corrector de estilo, Janet Lincoln, la
totalidad del proyecto. Quedamos especialmente impresionados
por la minuciosidad de su correccién. Asimismo, puesto que leyd
el manuscrito como si fuera una aplicada estudiante, identifico
varios errores cientificos, incluyendo algunas incongruencias
entre los capitulos.

Finalmente, queremos mostrar nuestro agradecimiento a cuatro
asistentes editoriales. Charleen Bertolini sacé a relucir su caracter
alegre, optimista y tenaz para que nuestros autores, y también
nosotros mismos, no perdiésemos el rumbo durante los primeros
anos de preparacidn de esta tercera edicion. Mdas adelante, tres
estudiantes de master del Medical Physiology Program en la Case
Western Reserve University tomaron las riendas de Charleen: Evan
Rotar, Alisha Bouzaher y Anne Jessica Roe.

Al igual que hicimos en las dos primeras ediciones, invitamos
de nuevo al lector a que disfrute del aprendizaje de la fisiologia.
Si esta satisfecho con nuestro esfuerzo, digaselo a otros. En caso
contrario, comuniquenoslo a nosotros.

booksmedicos.org



booksmedicos.org

PREFACIO A LA TERCERA EDICION x.e1

NP-1 Listado de lectores que realizaron sugerencias

Facultades

Raif Musa Aziz, PhD, Assistant Professor, Department of Physio-
logy and Biophysics, Institute of Biomedical Sciences, University of
Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil

Mark Borden, PhD, Associate Professor, University of Colorado
Gerald DiBona, MD, Professor Emeritus of Medicine and Molecu-
lar Physiology and Biophysics, Carver College of Medicine, Univer-

sity of lowa

Roberto Dominguez, PhD, Professor of Physiology, Perelman
School of Medicine, University of Pennsylvania

George Dubyak, PhD, Professor, Department of Physiology and
Biophysics, Case Western Reserve University

Mikael Esmann, PhD, Professor of Physiology and Biophysics,
Aarhus University

Slavek Filipek, PhD, Department of Pharmacology, School of Medi-
cine, Case Western Reserve University

Gabriel Haddad, MD, Chairman of Pediatrics, University of Califor
nia—San Diego

Ulrich Hopfer, MD, PhD, Professor Emeritus, Department of
Physiology and Biophysics, Case Western Reserve University

Norman Javitt, MD, PhD, Professor of Medicine and Pediatrics,
New York University Medical Center

Bhanu Jena, PhD, DSc, Professor of Physiology, School of Medi-
cine, Wayne State University

Stephen Jones, PhD, Professor, Department of Physiology and
Biophysics, Case Western Reserve University

Alan Kay, PhD, Professor of Biology, University of lowa

Rossana Occhipinti, PhD, Department of Physiology and Biophy-
sics, Case Western Reserve University

Krzysztof Palczewski, PhD, Professor and Chair, Department of
Pharmacology, School of Medicine, Case Western Reserve
University

Mark Parker, PhD, Assistant Professor, Department of Physiology
and Biophysics, SUNY at Buffalo

D. Narayan Rao, PhD, Department of Physiology, Faculty of Medi-
cine, Benghazi University

Andrea Romani, MD, PhD, Associate Professor, Department of
Physiology and Biophysics, Case Western Reserve University

Corey Smith, PhD, Professor, Department of Physiology and
Biophysics, Case Western Reserve University

Julian Stelzer, PhD, Assistant Professor, Department of Physio-
logy and Biophysics, Case Western Reserve University

Funabashi Toshiya, MD, PhD, Professor, Department of Physio-
logy, St. Marianna University School of Medicine, Kawasaki, Japan

Philine Wangemann, PhD, University Distinguished Professor,
Department of Anatomy & Physiology, Kansas State University

Ernest Wright, PhD, Professor, David Geffen School of Medicine,
University of California—Los Angeles

Estudiantes
Natthew Arunthamakun

Taylor Burch
Tung Chu
Xiaoke Feng
Clare Fewtrell
Trevor Hall
Jeffery Jeong
Hani Khadra
Bob Lee
Shannon Li
Sarabjot Makkar
Claire Miller
Pamela Moorehead
Amalia Namath
Sarah Sheldon
Sadia Tahir

Eunji Yim
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PREFACIO A LA PRIMERA EDICION

Estdbamos intrigados por una idea que sugiri6 W.B. Saunders:
escribir un libro de texto moderno sobre fisiologia que combinase
la experiencia de una obra escrita por muchos autores y la cohe-
rencia de una sola redaccion. Nuestra meta ha sido, en primer
lugar, reclutar como autores fundamentalmente a profesores que
ensenasen fisiologia médica en la Yale University School of Medi-
cine, y a continuacion remodelar los manuscritos de los profesores
siguiendo un estilo de redaccion uniforme. Tras muchos esfuerzos,
presentamos ahora nuestro libro con la esperanza de que acerque
la fisiologia a la vida, y que sea al mismo tiempo una fuente fiable
para los estudiantes.

LECTORES A LOS QUE ESTA DIRIGIDO

Escribimos Fisiologia médica como un texto introductorio para
estudiantes de medicina, si bien podria ser también sumamente
valioso para estudiantes relacionados con otras ciencias de la salud
y para estudiantes de posgrado en ciencias fisioldgicas. El libro
deberia seguir siendo de utilidad para los estudiantes de medicina
de cursos superiores para las asignaturas de fisiopatologia y medi-
cina clinica. Finalmente, deseamos que los médicos en periodo
de formacion y los profesionales clinicos encuentren que es un
libro que merece la pena para revisar fundamentos y que se vaya
actualizando con nueva informacidén pertinente para comprender
las bases fisioldgicas de las enfermedades humanas.

CONTENIDO

Ademas de la parte I, que es una breve introduccién a la disciplina
de la fisiologia, el libro consta de nueve partes principales. La par-
te II (Fisiologia de las células y las moléculas) refleja que los pilares
sobre los que se asienta la fisiologia moderna se basan cada vez mas
en elementos celulares y moleculares. Los capitulos 2, 4 y 5 no se
habrian incluido en un texto de fisiologia tradicional. El capitulo 2
(«Organizacién funcional de la célula»), el capitulo 4 («Trans-
duccidn de las seniales») y el capitulo 5 («Regulacion de la expresion
génica») proporcionan aspectos esenciales de la biologia celular y
la biologia molecular necesarios para comprender la funcién de las
células y los érganos. El resto de capitulos de la parte II abordan
la fisiologia celular del transporte, la excitabilidad y el musculo,
que son temas clasicos de los textos de fisiologia tradicionales. En
este libro hemos ampliado cada uno de estos temas hasta el nivel
molecular. El resto de la obra remitird con frecuencia al lector de
vuelta a los fundamentos introducidos en la parte II.

Las partes IIT a IX tratan sobre los sistemas organicos indivi-
duales. En cada caso, el primer capitulo proporciona una intro-
duccién general al sistema. La parte III (Fisiologia celular del sis-
tema nervioso) es poco tradicional, ya que omite deliberadamente
aquellos aspectos de la fisiologia del sistema nervioso central que
normalmente tratan los cursos de neurociencia y que exigen un
amplio conocimiento sobre las vias neuroanatémicas. En lugar de
ello, la parte III se centra en la neurofisiologia celular, incluyendo
la transmision sindptica en el sistema nervioso, la transduccién

sensitiva y los circuitos nerviosos. Ademds, la parte III trata tam-
bién dos temas, el sistema nervioso auténomo y el microentorno
neuronal, que son de suma importancia para comprender otros
sistemas fisioldgicos. Finalmente, la parte X (Fisiologia de la vida
cotidiana) es un enfoque multisistémico integrado del metabolis-
mo, la regulacion de la temperatura, el ejercicio y las adaptaciones
a entornos especiales.

ENFASIS

Algunos aspectos de la fisiologia siguen siendo en la actualidad
tan importantes como cuando fueron descubiertos hace un siglo,
o incluso mas. Estas primeras observaciones eran por lo general
descripciones fenomenoldgicas que los fisidlogos intentaban com-
prender a nivel mecdnico. En la medida de lo posible, uno de los
objetivos de este texto es ampliar estos conocimientos hasta el
nivel celular y molecular. Ademds, aunque algunos campos estdn
evolucionando répidamente, hemos intentado estar tan al dia como
nos ha sido factible. Para dar cabida a esta perspectiva celular y
molecular, hemos omitido algunas observaciones experimentales
clasicas, especialmente cuando eran de naturaleza controvertida.

Al igual que cada una de las partes del libro comienza con un
capitulo introductorio, cada capitulo describe generalmente, en
primer lugar, cdmo el organismo realiza una determinada funcién
y/o cdmo controla un pardmetro (p. ej., concentraciéon de K*), tanto
a nivel del organismo en conjunto como del sistema organico,
(p. €j., el rindn). En caso necesario, nuestra descripcién avanza de
una forma reduccionista, desde un érgano a un tejido, llegando
hasta la célula y sus organulos y finalizando en las moléculas que
constituyen la base de la fisiologia.

Finalmente, la mayoria de los capitulos incluyen una descripcion
de la forma en la que el organismo regula el pardmetro de interés
a todos los niveles de integracién, desde el nivel molecular hasta
la totalidad del cuerpo.

CREACION

El primer borrador de cada capitulo fue escrito por autores con
una amplia experiencia tanto en investigaciéon como en docencia.
Posteriormente, trabajando codo con codo frente a un ordenador,
los editores reescribieron en gran parte todos los capitulos linea
por linea. La finalidad de este esfuerzo era que el lector reconociese
una sola voz a lo largo de todo el libro, una unidad proporcionada
por la coherencia en el estilo, en la organizacién y en la secuencia
de los conceptos presentados, asi como en la terminologia y las
anotaciones, ademas de coherencia en la expresion de valores estdn-
dar (p. ej., gasto cardiaco de 5 litros/min). Los editores también
intentaron minimizar el solapamiento entre capitulos mediante un
amplio uso de referencias cruzadas (por paginas, figuras o tablas) a
los fundamentos presentados en otras partes del libro.

Después de la primera ronda de edicion, el Dr. Malcolm Tha-
ler, médico en ejercicio y autor consumado por derecho propio,
mejord la legibilidad del texto y afiadio algunos ejemplos clinicos.
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A continuacion, los editores repasaron escrupulosamente de nuevo
el texto para decidir qué contenido deberia incluirse en ilustracio-
nes y como debia emparejarse el texto principal con el contenido
de cada figura. Los editores viajaron después a Filadelfia para visi-
tar el estudio de JB Woolsey y Asociados. Tras numerosos encuen-
tros, John Woolsey y los editores desarrollaron conjuntamente
el contenido y el formato de cada una de las aproximadamen-
te 760 ilustraciones en color recogidas en el libro. Estas reuniones
fueron dialogos intelectuales y pedagogicos singulares relativos al
disefio de las figuras. En gran medida, las figuras deben su estilo
pedagogico a la creatividad de John Woolsey.

Las ilustraciones evolucionaron a lo largo de varias revisiones,
basandose en sugerencias tanto de los editores como de los autores.
Esta evolucion, asi como los cambios en el texto solicitados por los
autores, dio paso a una tercera ronda de edicién de la totalidad del
libro, de nuevo linea por linea. A lo largo de este proceso aparen-
temente sin fin, nuestra meta ha sido lograr el equilibrio adecuado
entre una lectura amena, en profundidad y con exactitud.

CARACTERISTICAS ESPECIALES

Comparado con otros textos de fisiologia, una parte mucho mayor
de las paginas de este libro lo ocupan las ilustraciones. Asi pues,
aunque pueda parecer muy extenso, en realidad contiene menos
texto que la mayoria de los libros de fisiologia médica mas pres-
tigiosos. La practica totalidad de las ilustraciones de nuestro libro
son a todo color con un estilo y una pedagogia coherentes. Muchas
de las figuras se caracterizan por incluir «globos de didlogo» que
cuentan una historia.

Ellibro hace un uso considerable de cuadros clinicos, resaltados
sobre un fondo de color, que muestran ejemplos de enfermedades
que ilustran fundamentos fisiologicos importantes. El texto incluye
mas de 200 referencias cruzadas que remiten al lector a paginas,
figuras o tablas concretas en otras partes del libro con conceptos
o datos relevantes, e incluye también cientos de iconos web que
dirigen al lector a Student Consult. Estos enlaces proporcionan
derivaciones de ecuaciones matematicas, amplian conceptos,
incluyen material que fue eliminado en aras de la brevedad en los
borradores originales, e ilustraciones clinicas que no estdn incluidas
en los cuadros clinicos.

La pagina web contiene también resumenes de cada capitulo,
una lista ampliada de referencias (a veces con enlaces directos a la
bibliografia fundamental), enlaces que pueden ser de interés para
el estudiante de fisiologia (p. ej., biografias de fisidlogos célebres),

avances cientificos de ultima hora que hayan aparecido después de
la publicacion de este libro y correcciones de errores. Finalmente,
invitamos al lector a que visite nuestra pagina web para comentar
nuestro libro, para seflalarnos errores y para realizar cualquier
sugerencia de utilidad.
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CAPITULO 1

FUNDAMENTOS DE FISIOLOGIA

Emile L. Boulpaep y Walter F. Boron

;Qué es la fisiologia?

La fisiologia es el estudio dinamico de la vida. La fisiologia des-
cribe las funciones «vitales» de los organismos vivos y sus 6rganos,
células y moléculas. Durante siglos, la disciplina de la fisiologia
ha estado estrechamente imbricada con la medicina. Aunque la
fisiologia no presta una atencion particular a la estructura (como
si sucede con la anatomia, la histologia y la biologia estructural), la
estructura y la funcion estan indisolublemente relacionadas, porque
las estructuras vivas llevan a cabo las funciones.

Para algunos autores, la fisiologia es el funcionamiento de
la persona en su conjunto (p. ej., fisiologia del ejercicio). Para
muchos médicos en ejercicio, la fisiologia puede ser la funcion
de un sistema individual de 6rganos, como el sistema cardio-
vascular, respiratorio o gastrointestinal. Para otros, la fisiologia
puede centrarse en los principios celulares que son comunes
al funcionamiento de todos los 6rganos y tejidos. Este ultimo
campo se ha denominado tradicionalmente fisiologia general,
término que se ha sustituido en la actualidad por el de fisiologia
celular y molecular. Aunque se puede dividir la fisiologia segin
diversos grados de reduccionismo, también es posible definir una
rama de la fisiologia (p. €j., fisiologia comparada) que se centra
en las diferencias y similitudes entre las distintas especies. De
hecho, la fisiologia comparada puede incluir todos los grados de
reduccionismo, desde la molécula hasta el organismo completo.
De forma similar, la fisiologia médica se ocupa de como funciona el
cuerpo humano, que depende de cémo funcionan sus sistemas de
organos. Esto depende a su vez de cémo funcionan las células que
los componen y esto, por su parte, depende de las interacciones
entre los organulos subcelulares e innumerables moléculas. Por
tanto, la fisiologia médica proporciona una perspectiva global
del cuerpo humano, pero, para ello, requiere una comprension
integrada de diversos procesos a nivel de las moléculas, las células
y los 6rganos.

La fisiologia es la madre de varias ciencias bioldgicas y ha dado
origen a las disciplinas de la bioquimica, biofisica y neurociencia,
asi como a sus correspondientes sociedades cientificas y revistas.
Por tanto, no deberia resultar sorprendente que los limites de la
fisiologia no estén claramente definidos. En cambio, la fisiologia
tiene unos atributos especificos. Por ejemplo, la fisiologia ha evolu-
cionado alo largo de varios siglos desde una ciencia més cualitativa
hasta otra mds cuantitativa. De hecho, muchos de los fisiélogos
punteros se formaron (y aun lo siguen haciendo) como quimicos,
fisicos, matematicos o ingenieros.

La genomica fisioldgica es el vinculo
entre el organo y el gen

La vida del cuerpo humano requiere no solo que los sistemas
organicos individuales realicen sus funciones, sino también que
estos sistemas organicos colaboren entre si. Deben compartir infor-
macion. Sus acciones deben ser interdependientes. Las células de
un 6rgano o un tejido suelen compartir informacién y las células
individuales deben actuar de forma concertada para realizar la
funcion adecuada del érgano o tejido. De hecho, las células de un
organo deben compartir informacion a menudo con células de
otro 6rgano y tomar decisiones que sean apropiadas para la salud
de las células individuales, asi como para la salud del individuo en
su conjunto.

En la mayoria de los casos, el intercambio de la informacién
entre los 6rganos y entre las células se produce a nivel de los dtomos
o las moléculas. Los mensajeros intercelulares o intracelulares
pueden ser tan simples como el H*, el K* o el Ca**. Los mensajeros
también pueden ser sustancias quimicas mas complejas. Una célula
puede liberar una molécula que actte sobre una célula vecina o que
entre al torrente sanguineo y acttie sobre otras células mas alejadas.
En otros casos, una neurona puede enviar un axon a una distancia
de un centimetro o incluso de un metro y modular rapidamente,
mediante una molécula neurotransmisora, la actividad de otra
célula u otro drgano. Las células y los drganos deben interactuar
entre si, y el método de comunicacion es casi siempre molecular.

El gran organizador (el elemento maestro que controla las
moléculas, las células y los érganos, asi como la forma en la que
interactian) es el genoma con sus modificaciones epigenéticas.
De manera tradicional, la disciplina de la fisiologia se ha detenido
siempre, en su viaje reduccionista, al nivel aproximado de las células
y de algunos organulos subcelulares, asi como las moléculas que los
componen y controlan. La disciplina de la fisiologia deja a la biolo-
gia molecular y la genética molecular el papel de explicar cémo la
célula se controla a si misma mediante su ADN. Sin embargo, la dis-
ciplina moderna de la fisiologia se ha imbricado estrechamente con
la biologia molecular, dado que el ADN codifica las proteinas que
tienen un mayor interés para los fisi6logos. Con mucha frecuencia,
los fisi6logos desarrollan minuciosamente elegantes estrategias para
clonar los genes relevantes para la fisiologia. En ocasiones, ciertas
estrategias de «fuerza bruta», como el Proyecto Genoma Humano,
proporcionan en bandeja de plata al fisiélogo un gen candidato,
homdlogo a otro con una funcién conocida. Atn en otros casos, los
bidlogos moleculares pueden clonar un gen sin funcién conocida.
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En este caso, puede ser el fisidlogo el encargado de determinar la
funcién del producto génico, es decir, de determinar su fisiologia.

La genomica fisioldgica (o la gendmica funcional) es una nue-
va rama de la fisiologia dedicada a la comprension del papel que
desempenan los genes en la fisiologia. Por lo general, los fisidlogos
han seguido una direccion reduccionista del 6rgano a la célula, de
ahi a la molécula y finalmente al gen. Uno de los aspectos més fas-
cinantes de la gendmica fisioldgica es que ha cerrado el circulo y
ha relacionado directamente la fisiologia de 6rganos con la biologfa
molecular. Quizd uno de los ejemplos mas notables es el ratén con
desactivacién génica o knockout. La desactivacion del gen que
codifica una proteina que, segun los conocimientos convencionales,
es muy importante, en ocasiones no tendra un efecto evidente
o, a veces, efectos inesperados. El fisiologo es el responsable, al
menos en parte, de averiguar el porqué. Quiza resulte bastante
aleccionador que para comprender por completo el impacto de un
transgén o de un gen desactivado en la fisiologia de un ratén, habria
que reevaluar cuidadosamente toda la fisiologia de dicho raton.
Para comprender la funcién de un producto génico, el fisidlogo
debe desandar los pasos de la ruta reduccionista y lograr una com-
prension integrada de la funcion de ese gen a nivel de las células, de
los érganos y de todo el cuerpo. La fisiologia es especial entre las
ciencias médicas basicas debido a que ademas de tener un amplio
ambito de actuacion (se ocupa de multiples sistemas) posee una
perspectiva integradora.

En algunos casos, ciertos parametros fisioldgicos importantes,
como la presién arterial, pueden estar controlados por muchos
genes. Ciertos polimorfismos en varios de estos genes podrian tener
un efecto acumulado que da lugar a hipertensién arterial. ;Cémo
serfa posible identificar qué polimorfismos genéticos pueden sub-
yacer a la hipertension arterial? Este tipo de problema complejo
no se presta facilmente a los estudios controlados de los fisidlogos.
Una estrategia podria ser estudiar una poblacion de personas, o
cepas de animales de experimentacidn, y utilizar herramientas
estadisticas para determinar qué polimorfismos se correlacionan
con la hipertension arterial en una poblacién. De hecho, los epide-
midlogos utilizan herramientas estadisticas para estudiar los efectos
de grupo en las poblaciones. Sin embargo, incluso después de la
identificacion de variantes en diversos genes, cada una de las cuales
puede tener una pequena contribucion a la hipertension arterial, el
fisidlogo puede tener un papel importante. En primer lugar, el fisio-
logo, al realizar experimentos controlados, debe determinar si una
variante genética particular tiene en realidad al menos el potencial
de modular la presién arterial. En segundo lugar, el fisiologo debe
determinar el mecanismo del efecto.

Las células viven en un medio interno
altamente protegido

En sus conferencias sobre los fendmenos de la vida, Claude Bernard
reflexiono en 1878 sobre las condiciones de la constancia de la vida,
que consideraba una propiedad de las formas de vida superiores.
Segun Bernard, los animales tienen dos ambientes: el «medio
externo» que rodea fisicamente a todo el organismo y el «medio in-
terno», en el que viven los tejidos y las células del organismo. Este
ambiente interno no es el aire ni el agua en el que vive un organis-
mo, sino (en el caso del cuerpo humano) el ambiente liquido bien
controlado que Bernard denominé «el liquido organico que circula
y bafia todos los elementos anatémicos de los tejidos, la linfa o el
plasma». En pocas palabras, este ambiente interno es lo que se
denomina actualmente liquido extracelular. Bernard afirmaba
que las funciones fisioldgicas contintian con independencia del
ambiente cambiante, porque el medio interno aisla los 6rganos y
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tejidos del cuerpo de las oscilaciones de las condiciones fisicas del
ambiente. De hecho, Bernard describié el medio interno como si un
organismo se hubiese introducido a si mismo en un invernadero.

Segun el concepto del medio interno de Bernard, algunos liqui-
dos contenidos en el cuerpo no estan realmente dentro del cuerpo.
Por ejemplo, los contenidos del tracto gastrointestinal, los conductos
sudoriparos y los tubulos renales estan todos ellos fuera del cuerpo.
Estan en continuidad con el medio externo.

Bernard comparaba a un organismo complejo con un conjunto
de elementos anatomicos que viven conjuntamente dentro del
medio interno. Por tanto, en la seccion II de este libro, se examina
la fisiologia de estas células y moléculas. En el capitulo 2 («Organi-
zacion funcional de la célula»), comenzamos nuestro viaje a través
de la fisiologia con una descripcion de la biologia de las células, que
son los elementos individuales del cuerpo. En el capitulo 3 («Trans-
duccidén de seniales»), se explica cdmo las células se comunican
directamente a través de uniones en hendidura, o indirectamente
mediante moléculas liberadas al liquido extracelular. Estas molécu-
las liberadas pueden unirse a receptores en la membrana celular e
iniciar cascadas de transduccion de sefiales que pueden modificar la
transcripcion génica (una respuesta gendmica) y una amplia gama
de otras funciones celulares (respuestas no genémicas). De forma
alternativa, estas moléculas liberadas pueden unirse a receptores
en el citoplasma o el nicleo y alterar la transcripcion de genes. En
el capitulo 4 («Regulacion de la expresion génica»), se analiza la
respuesta del nicleo. En el capitulo 5 («Transporte de solutos y de
agua») se explica como la membrana plasmatica separa el interior
celular del medio interno de Bernard y determina la composicion
del interior celular. En el proceso de establecer la composicion del
liquido intracelular, la membrana plasmatica también estable-
ce unos gradientes de iones y de voltaje a su través. Las células
excitables (sobre todo las células nerviosas y musculares) pueden
aprovechar estos gradientes para la transmision «eléctrica» a larga
distancia de informacion. La propiedad de la «excitabilidad», que
requiere tanto la percepcién de un cambio (una sefial) como la
reaccion a é€l, es el tema de los capitulos 6 a 9. En la seccion 111, se
analiza como el sistema nervioso aprovecha la excitabilidad para
procesar la informacion.

Otro tema desarrollado por Bernard fue que la «estabilidad
del medio interno» (la constancia del liquido extracelular) es la
condicion para una «vida libre e independiente». Este autor explicd
que la diferenciacién organica es propiedad exclusiva de los orga-
nismos superiores y que cada drgano contribuye a «compensar
y equilibrar» los cambios en el medio ambiente externo. En este
sentido, cada uno de los sistemas descritos en las secciones IV a
VIII permite al organismo vivir en un ambiente externo adverso
porque los sistemas cardiovascular, respiratorio, urinario, gas-
trointestinal y endocrino crean y mantienen un ambiente interno
constante. Los diferentes tipos celulares individuales en varios sis-
temas de 6rganos actian de manera concertada para mantener la
constancia del medio interno, y este a su vez proporciona a estas
células un medio de cultivo en el que pueden crecer.

La disciplina de la fisiologia también se ocupa de las caracteris-
ticas que son propias de un organismo vivo a diferencia de un
organismo inerte. Hay cuatro propiedades fundamentales que
distinguen al organismo vivo. En primer lugar, solo los organismos
vivos intercambian materia y energia con el entorno para continuar
su existencia. Varios sistemas organicos del organismo participan
en estos intercambios. En segundo lugar, solo los organismos vivos
pueden recibir sefiales de su entorno y reaccionar en consonancia.
Los principios de la percepcion sensorial, el procesamiento por el
sistema nervioso y la reaccion se describen en los capitulos sobre
excitabilidad y el sistema nervioso. En tercer lugar, lo que distingue
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a un organismo vivo es el ciclo vital de crecimiento y reproduccion,
como se comenta en los capitulos sobre reproduccion (seccion IX).
Por ultimo, el organismo vivo es capaz de adaptarse a circunstancias
cambiantes. Este es un tema que se desarrolla en todo el libro, pero
sobre todo en los capitulos sobre la vida cotidiana (seccion X).

Los mecanismos homeostaticos (que actian

a través de sofisticados mecanismos de control

por retroalimentacion) son responsables de mantener
la constancia del medio interno

La homeostasis es el control de un pardmetro vital. El cuerpo
controla cuidadosamente una lista aparentemente interminable
de pardmetros vitales. Entre los ejemplos de los pardmetros estre-
chamente controlados que afectan a casi todo el cuerpo se encuen-
tran la presion arterial y el volumen sanguineo. A nivel del medio
interno, entre los pardmetros que estan estrechamente regulados
se encuentran la temperatura central del cuerpo y los niveles plas-
miticos de oxigeno, glucosa, iones potasio (K*), calcio (Ca®") e
hidrégeno (H*). La homeostasis también se produce a nivel celular.
Por tanto, las células regulan muchos de los mismos parametros
que regula el cuerpo en su conjunto: volumen, concentraciones
de muchos iones inorgénicos (p. €j., Na*, Ca’*, H") y niveles de
energia (p. ej., ATP).

Uno de los temas mds frecuentes en fisiologia es el mecanismo
de retroalimentacion negativa responsable de la homeostasis. La
retroalimentacion negativa requiere al menos cuatro elementos.
En primer lugar, el sistema debe ser capaz de percibir el pardmetro
vital (p. ej., concentracién de glucosa) o algo relacionado con él.
En segundo lugar, el sistema debe ser capaz de comparar la sefal
de entrada con algun valor de referencia interno, denominado
punto de ajuste, para establecer una senal diferencial. En tercer
lugar, el sistema debe multiplicar la sefial de error por algtin factor
de proporcionalidad (es decir, la ganancia) para producir algun
tipo de senal de salida (p. ej., liberacién de insulina). En cuarto
lugar, la sefial de salida debe ser capaz de activar un mecanismo
efector (p. ej., captacion y metabolismo de glucosa) que se oponga
a la fuente de la senal de entrada y, por tanto, que acerque el para-
metro vital al punto de ajuste (p. ej., disminuye la concentracion
sanguinea de glucosa a sus valores normales). ) N1-1 En ocasiones
el organismo controla un parametro, en parte, utilizando de forma
inteligente bucles de retroalimentacion positiva.

Un tnico bucle de retroalimentacion no suele actuar de forma
aislada, sino formando parte de una red mds amplia de controles.
Por tanto, puede existir una interrelacion compleja entre bucles de
retroalimentacion en el interior de cada célula, de un érgano o sis-
tema de 6rganos, o a nivel de todo el cuerpo. Después de estudiar
estos bucles de retroalimentacién individuales por separado, el
fisidlogo puede descubrir que dos de ellos actiian de forma sinérgica
o antagoénica. Por ejemplo, la insulina disminuye la concentra-
cion de glucosa en sangre, mientras que la epinefrina y el cortisol
tienen el efecto contrario. Por tanto, el fisiologo debe determinar
la importancia relativa de los bucles de retroalimentacién que
compiten entre si. Por ultimo, el fisiélogo también debe establecer
la jerarquia entre varios bucles de retroalimentacion. Por ejemplo,
el hipotdlamo controla la adenohipéfisis, que controla a su vez la
corteza suprarrenal. Esta libera cortisol que ayuda a controlar
la concentracion de glucosa en sangre.

Otro aspecto de la homeostasis es la redundancia. Cuanto
mads vital es un pardmetro, mas sistemas moviliza el cuerpo para
regularlo. Si un sistema falla, existen otros para ayudar a mantener
la homeostasis. Es probable que por este motivo la desactivacion
genética en ocasiones no manifieste sus efectos perjudiciales espe-

rados. El resultado de mdltiples sistemas homeostéticos que con-
trolan numerosos parametros vitales es un medio interno con una
composicion estable.

Tanto a nivel del medio interno como del citoplasma de una
célula individual, la homeostasis se cobra un precio en forma
de energia. Cuando un pardmetro vital (p. ej., la concentracion
sanguinea de glucosa) estd bien regulado, dicho pardmetro no
esta en equilibrio. El equilibrio es un estado que no implica con-
sumo de energfa. En lugar de ello, un parametro bien regulado
suele estar en estado estacionario. Es decir, su valor es constante
porque el cuerpo o la célula ajustan cuidadosamente las acciones
que disminuyen el valor del pardmetro con otras acciones que lo
incrementan. El efecto neto es que el parametro vital se mantiene
en un valor constante.

Un principio fisioldgico importante, que ya se ha comentado,
es que cada célula desempena un papel especializado en el funcio-
namiento global del organismo. A cambio, el organismo (que es la
suma de todas estas células) proporciona el medio interno apropia-
do para la vida de cada célula. En contraprestacion, cada célula u
organo debe respetar las necesidades del cuerpo en su conjunto y
no descontrolarse por sus propios intereses egoistas. Por ejemplo,
durante el ejercicio, el sistema que controla la temperatura corporal
interna permite la pérdida de calor produciendo sudor para su eva-
poracién. Sin embargo, la produccién de sudor acaba por reducir el
volumen sanguineo. Debido a que el cuerpo en su conjunto otorga
una mayor prioridad al control del volumen sanguineo que al de
la temperatura corporal interna, en algiin momento el sistema que
controla el volumen sanguineo ordenara al sistema que controla la
temperatura corporal interna que reduzca la produccion de sudor.
Por desgracia, este malabarismo de prioridades solo funciona si el
individuo deja de realizar ejercicio; en caso contrario, se producird
un golpe de calor.

La adaptabilidad de un organismo depende de su capacidad de
modificar su respuesta. De hecho, los bucles de retroalimentacién
flexibles se encuentran en la raiz de muchas formas de adaptacion fi-
siologica. Por ejemplo, a nivel del mar, la reduccion experimental
del oxigeno (el estimulo sensorial) en el aire inspirado provoca un
incremento de la respiracion (la respuesta). Sin embargo, después
de la aclimatacién a una altitud elevada con una concentracion de
oxigeno baja, el mismo nivel reducido de oxigeno (el mismo esti-
mulo sensorial) hace que se respire mucho mas deprisa (una mayor
respuesta). Por tanto, la respuesta depende de la historia previa y,
por tanto, del «estado» del sistema. Ademds de la aclimatacién,
los factores genéticos también pueden contribuir a responder a
un estrés ambiental. Por ejemplo, algunas poblaciones de seres
humanos que han vivido durante generaciones a una altitud elevada
toleran la hipoxia mejor que los habitantes de tierras bajas, incluso
después de que estos ultimos se hayan aclimatado por completo.

La medicina es el estudio de «los fallos de la fisiologia»

La medicina toma prestados sus principios fisicoquimicos de la
fisiologia. La medicina también usa la fisiologia como estado de
referencia: es esencial saber como funcionan los drganos y sistemas
en las personas sanas para averiguar qué componentes pueden estar
funcionando inadecuadamente en un paciente. Una gran parte de
la medicina clinica se ocupa simplemente de la fisiologia anormal
debida a un proceso patoldgico. Un mal funcionamiento (p. ej.,
insuficiencia cardiaca) puede causar un efecto patoldgico primario
(p. €j., una disminucion del gasto cardiaco) que, de forma parecida
a una reaccion en cadena, da lugar a una serie de efectos secun-
darios (p. ej., aumento del volumen sanguineo) que son las res-
puestas apropiadas de los bucles de retroalimentacion fisiologicos.
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De hecho, dado que los fisiélogos clinicos han explorado las bases
de la enfermedad, han descubierto muchas cosas sobre la fisiologia.
Por este motivo, hemos intentado ilustrar los principios fisioldgicos
con ejemplos clinicos, algunos de los cuales se presentan en cuadros
clinicos en este libro.

Los fisidlogos han desarrollado muchas herramientas y pruebas
para explorar la funcién normal. Un gran nimero de pruebas
funcionales (usadas para el diagnostico de una enfermedad, la
monitorizacion de la evolucion de un trastorno y la evaluacion del
progreso del tratamiento) son transferencias directas de la tecnolo-
gia desarrollada en los laboratorios de fisiologia. Entre los ejemplos
tipicos, pueden citarse la monitorizacién cardiaca, las pruebas de
funcion respiratoria y las pruebas de aclaramiento renal, asi como
los anilisis utilizados para medir las concentraciones plasmaticas

CAPIiTULO 1 * Fundamentos de fisiologia 5

de varios iones, gases y hormonas. El perfeccionamiento de estas
tecnologias en el entorno hospitalario, a su vez, ayudan al estudio
de la fisiologia. Por tanto, el intercambio de informacion entre la
medicina y la fisiologia es una via de doble sentido. Los conoci-
mientos de la fisiologia que se resumen en este libro proceden
de experimentos realizados en el ser humano, pero sobre todo de
investigaciones en otros mamiferos, e incluso en calamares y mohos
mucilaginosos. Sin embargo, nuestro principal foco de atencién es
el cuerpo humano.
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N1-1 Control por retroalimentacion
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En el control proporcional, el punto de ajuste no se alcanza cuando
la senal diferencial desaparece y el sistema de control se para. Los
ingenieros han disefado una forma para solucionar esto. Toman la
integral en el tiempo de la senal diferencial y la emplean para activar
el mecanismo efector con el fin de lograr el control integral que
permitiria volver al punto de ajuste. Pero aqui surge otro problema.
Dado que existe un retraso temporal cuando se procesa la senal
de entrada, se produce una demora a la hora de regresar al punto de
ajuste. Los ingenieros también han ofrecido un modo de solucionar
esto. Para ello, toman la derivada con respecto al tiempo de la sefal
diferencial y la anaden a la sefal correctora, acelerando el retorno
hacia el punto de ajuste.

Pero una vez mas, surge otro problema. Si tenemos un radiador
y un refrigerador, cada uno con su propio termostato, y queremos
que una habitacion esté entre 23 y 25 °C, habra que seleccionar
un termostato para que active el radiador a temperaturas <23 °C

pero desactivandolo a =23 °C. El termostato del refrigerador debe
activarlo a >25 °C, pero desactivarlo a <25 °C para evitar que ambos
funcionen a la vez. Si la habitacién esté fria, el radiador la calentara
hasta 23 °C, tras lo cual se apagara. Si la habitacion esta caliente,
el refrigerador la enfriara hasta 25 °C, tras lo cual se apagara. Por
analogia, el cuerpo tiene sistemas de control diferentes para con-
trolar los escalofrios y la sudoracién, evitando que ambos procesos
se produzcan a la vez. Es posible imaginar que las vias anabdlicas
y catabdlicas deberian funcionar de forma separada y no simulta-
neamente. Muchos sistemas corporales, como los controles res-
piratorio y circulatorio oscilan entre valores ligeramente por encima
y por debajo de la media deseada, tratando de alcanzarla en lugar de
permanecer en un Unico valor ideal. Cuando el sistema de control
es menos preciso, las oscilaciones son mas amplias, como sucede
cuando un conductor ebrio da bandazos con el coche por la carretera
al volver a su casa.
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CAPITULO 2

ORGANIZACION FUNCIONAL DE LA CELULA

Michael J. Caplan

En la mente de muchos estudiantes, la disciplina de la fisiologia
esta vinculada de forma indisoluble a las imdgenes de su pasado.
Este prejuicio no es sorprendente, porque muchos experimentos
de la gloriosa historia de la fisiologia, como los de Pavlov sobre sus
perros, han trascendido al mero circulo cientifico y han arraigado
en el dmbito de la cultura popular. Podria creerse que la ciencia
de la fisiologia se dedica exclusivamente al estudio de animales
completos, lo que la convertiria en una antigua reliquia en esta
época de reduccionismo molecular. Nada podria estar mas lejos
de la verdad. La fisiologia es y ha sido siempre el estudio de los
mecanismos homeostdticos que permiten la persistencia de un
organismo a pesar de las presiones siempre cambiantes impuestas
por un entorno hostil. Estos mecanismos pueden apreciarse a
muchos niveles diferentes de resolucion.

Seria dificil entender el funcionamiento del cuerpo sin apreciar
las funciones de sus érganos y la comunicacion entre estos érga-
nos que les permite influir mutuamente en sus comportamientos.
También seria dificil entender como un drgano realiza sus tareas
especificas a menos que se esté familiarizado con las propiedades
de sus células y moléculas constituyentes.

El tratamiento moderno de la fisiologia que se presenta en este
libro se centra tanto en las interacciones de las moléculas en las
células como en las interacciones de los 6rganos en los organismos.
Por tanto, es necesario comenzar con la descripcion de la estructura
y las caracteristicas de la célula. Nuestra exposicion se centra en
primer lugar en las caracteristicas estructurales y dindmicas de
una célula genérica. A continuacién, se analizard como esta célula
genérica puede adaptarse para desarrollar diversas capacidades
fisioldgicas. Mediante las adaptaciones a nivel celular los drganos
adquieren la maquinaria necesaria para realizar sus funciones.

ESTRUCTURA DE LAS MEMBRANAS
BIOLOGICAS

La superficie de la célula esta definida por una membrana

La composicion quimica del interior de la célula es muy diferente
dela de su entorno. Esta observacion se aplica por igual a los para-
mecios unicelulares que nadan libremente en un estanque de agua
dulce y a las neuronas que estdn densamente empaquetadas en la
corteza cerebral del cerebro humano. Los procesos bioquimicos
implicados en la funcién celular requieren el mantenimiento de
un ambiente intracelular regulado de forma precisa. El citoplasma
es una solucion extraordinariamente compleja, entre cuyos cons-
tituyentes se encuentran multitud de proteinas, dcidos nucleicos,
nucledtidos y azucares que sintetiza la célula o que los acumula

8

con un gran coste metabdlico. La célula también gasta mucha
energia para regular las concentraciones intracelulares de muchos
iones. Si no hubiese una barrera rodeando la célula para impedir
el intercambio entre los espacios intracelular y extracelular, toda la
singularidad de la composicion citoplasmica tan duramente lograda
se perderia por difusion en pocos segundos.

Esta barrera necesaria la provee la membrana plasmatica, que
constituye el limite exterior de la célula. La membrana plasmatica
es impermeable a las moléculas de gran tamafio como las proteinas
y los acidos nucleicos, lo que asegura su retencién en el citosol.
Es permeable selectivamente a pequefias moléculas, como iones y
metabolitos. No obstante, los requisitos metabdlicos de la célula
requieren una membrana plasmédtica que sea mucho mas compleja
que una simple barrera pasiva que permita el paso de diversas sus-
tancias a velocidades diferentes. Con frecuencia, la concentracion
de nutrientes en el liquido extracelular (LEC) es varios 6rdenes de
magnitud menor que la requerida en el interior de la célula. Por
tanto, si la célula desea utilizar dicha sustancia debe ser capaz de
acumularla contra un gradiente de concentracion. Un simple poro
en la membrana no puede concentrar nada; solo puede modular la
velocidad a la que un gradiente se disipa. Para lograr la tarea mas
sofisticada de crear de un gradiente de concentracion, la mem-
brana debe estar dotada de una maquinaria especial que utilice
energia metabolica para impulsar los movimientos en contra de un
gradiente de sustancias (transporte activo) hacia dentro o fuera de
la célula. Ademas, seria util modular rapidamente las propiedades de
permeabilidad de la membrana plasmatica en respuesta a diversos
estimulos metabolicos. El transporte activo y la capacidad de con-
trolar las permeabilidades pasivas subyacen a una amplia gama de
procesos fisiologicos, desde la excitabilidad eléctrica de las neuronas
alas funciones de reabsorcion y secrecion del rifion. En el capitulo 5
se analiza como las células transportan activamente solutos a través
de la membrana plasmatica. Los mecanismos mediante los cuales
se adquiere, se modifica y se regula la selectividad dindmica de la
membrana plasmatica se describen brevemente mds adelante en este
capitulo y con mayor detalle en el capitulo 7.

La membrana celular esta compuesta principalmente
de fosfolipidos

Nuestros conocimientos sobre la estructura de la membrana bio-
logica se basan en estudios de globulos rojos o eritrocitos, que se
realizaron en la primera parte del siglo xx. El eritrocito carece
de nucleo y de otras estructuras intracelulares complejas que son
caracteristicas de la mayoria de las células animales. Consta de
una membrana plasmédtica que rodea un citoplasma rico en hemo-
globina. Es posible romper los eritrocitos y liberar su contenido
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citoplasmico. A continuacion, las membranas pueden recuperarse
por centrifugacion para obtener una preparacion muy pura de la
membrana de la superficie celular. El andlisis bioquimico muestra
que esta membrana esta constituida por dos componentes princi-
pales: lipidos y proteinas.

La mayoria de los lipidos asociados con las membranas plas-
madticas de eritrocitos pertenece a la familia molecular de los fos-
folipidos. En general, los fosfolipidos comparten un esqueleto de
glicerol, dos de cuyos grupos hidroxilo estan esterificados a diversos
acidos grasos o grupos acilo (fig. 2-1A). Estos grupos acilo pueden
tener diferentes nimeros de atomos de carbono y también puede te-
ner dobles enlaces entre carbonos. En los fosfolipidos basados en
glicerol, el tercer grupo hidroxilo glicerolico se esterifica con un
grupo fosfato, que a su vez se esterifica con una molécula pequena
denominada grupo de cabeza. La identidad del grupo de cabeza
determina el nombre y muchas de las propiedades de los fosfolipidos
individuales. Por ejemplo, los fosfolipidos basados en glicerol que
tienen una molécula de etanolamina en la posicién del grupo de
cabeza se clasifican como fosfatidiletanolaminas (v. fig. 2-1A).

Los fosfolipidos forman estructuras complejas
en solucion acuosa

La estructura y la fisicoquimica especificas de cada fosfolipido
(v. fig. 2-1B) determinan la formacién de las membranas bioldgicas
y explican muchas de sus propiedades principales. Los dcidos grasos
son moléculas no polares. Sus largas cadenas de 4tomos de carbono
carecen de los grupos cargados que facilitarian la interaccion con el
agua, que es polar. Por consiguiente, los dcidos grasos se disuelven
mal en agua, pero facilmente en disolventes organicos; es decir, los
acidos grasos son hidréfobos. Por otro lado, los grupos de cabeza
de la mayoria de los fosfolipidos estan cargados (son polares). Estos
grupos de cabeza interactiian bien con el agua y, por consiguiente,
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son muy hidrosolubles. Es decir, los grupos de cabeza son hidro-
filos. Dado que los fosfolipidos combinan cabezas hidréfilas con
colas hidréfobas, su interaccidn con el agua se denomina anfipatica.

Cuando se mezclan con agua, los fosfolipidos se organizan en
estructuras que impiden que sus colas hidréfobas contacten con el
agua mientras que, simultdneamente, permiten que sus grupos de
cabeza hidroéfilos se disuelvan por completo. Cuando se afiaden
al agua en concentraciones relativamente bajas, los fosfolipidos
forman una monocapa (v. fig. 2-1C) en la superficie del agua, en
la interfase aire-agua. Es energéticamente menos costoso para el
sistema que las colas hidrofobas sobresalgan en el aire en lugar de
que interactuen con el disolvente.

En concentraciones més altas los fosfolipidos se organizan en
micelas. Los grupos de cabeza hidrofilos forman las superficies de
estas pequenas esferas, mientras que las colas hidréfobas apuntan
hacia sus centros. En esta geometria, las colas estan protegidas
de cualquier contacto con el agua y, en cambio, son capaces de
participar en interacciones enérgicamente favorables entre si. En
concentraciones ain mayores los fosfolipidos forman espontanea-
mente bicapas (v. fig. 2-1D). En estas estructuras, las moléculas
de fosfolipido se organizan en dos laminas o monocapas paralelas
enfrentadas entre si cola con cola. Los grupos de cabeza hidréfilos
forman las superficies de la bicapa; las colas hidréfobas constituyen
el centro del sandwich. Las superficies hidrofilas aislan las colas
hidroéfobas del contacto con el disolvente, dejando las colas libres
para que se asocien exclusivamente entre si.

Las caracteristicas fisicas de una bicapa lipidica dependen en
gran medida de la composicién quimica de sus moléculas de fos-
folipidos constituyentes. Por ejemplo, la anchura de la bicapa esta
determinada por la longitud de las cadenas laterales de acidos
grasos. Los fosfolipidos dihexadecanoicos (cuyas dos cadenas
de acidos grasos tienen cada una 16 atomos de carbono de lon-
gitud) producen bicapas de 2,47 nm de ancho; los fosfolipidos
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ditetradecanoicos (que tienen acidos grasos de 14 dtomos de carbo-
no) generan bicapas de 2,3 nm. Del mismo modo, la naturaleza de
los grupos de cabeza determina la densidad de empaquetamiento
de las moléculas de fosfolipido adyacentes en cada monocapa de
la membrana.

Los detergentes pueden disolver las membranas fosfolipidicas,
porque, al igual que los fosfolipidos, son anfipéticos. Poseen grupos
de cabeza muy hidroéfilos y colas hidréfobas que son hidrosolubles
en concentraciones mucho mayores que los fosfolipidos. Cuando se
mezclan juntos en soluciones acuosas, el detergente y las moléculas
de fosfolipidos interacttan a través de sus colas hidroéfobas, y los
complejos resultantes son hidrosolubles, ya sea como dimeros
individuales o en micelas mixtas. Por tanto, la adicién de concen-
traciones suficientes de detergente a las membranas constituidas
por bicapas de fosfolipidos altera las membranas y disuelve los
lipidos. Los detergentes son herramientas sumamente ttiles en la
investigacion de la estructura y la composicién de las membranas
lipidicas.

La difusion de los lipidos individuales en una monocapa
de una bicapa esta determinada por la composicion
quimica de sus constituyentes

A pesar de su aspecto altamente organizado, una bicapa fos-
folipidica es una estructura fluida. Una molécula de fosfolipido
individual puede difundirse libremente por toda la monocapa en
la que se encuentra. La velocidad a la que se produce esta difusion
bidimensional depende en gran medida de la temperatura. A altas
temperaturas, la energia térmica de cualquier molécula lipidica
determinada es mayor que la energia de interaccién que tenderia
a mantener las moléculas lipidicas adyacentes juntas. En estas
condiciones, la difusion lateral puede producirse rdpidamente, y se
dice que el lipido esta en estado de sol. A temperaturas menores,
las energias de interaccion superan las energias térmicas de la
mayoria de las moléculas individuales. Por tanto, los fosfolipidos
difunden lentamente porque carecen de la energia para liberarse
de la atraccién de sus vecinos. Este comportamiento es caracteris-
tico del estado de gel.

La temperatura a la cual la membrana bicapa pasa de la fase
de gel a la fase de sol (y viceversa) se denomina temperatura de
transicion. La temperatura de transicion es otra caracteristica
que depende de la composicién quimica de los fosfolipidos de
la bicapa. Los fosfolipidos con cadenas largas de acidos grasos
saturados pueden interactuar ampliamente entre si. Por consi-
guiente, se requiere una cantidad de energia térmica considerable
para superar estas interacciones y permitir la difusion. No resulta
sorprendente que tales bicapas tengan temperaturas de transicion re-
lativamente altas. Por ejemplo, la temperatura de transicién para la
fosfatidilcolina dioctadecanoica (que tiene dos cadenas de acidos
grasos saturados de 18 carbonos) es de 55,5 °C. En cambio, los
fosfolipidos que tienen cadenas de dcidos grasos mas cortas o
enlaces dobles (que introducen acodamientos) no se pueden ali-
near igual de bien uno junto a otro y por tanto interactian peor.
Se requiere mucha menos energia para inducirlos a participar en
la difusion. Por ejemplo, si se reduce la longitud de la cadena de
atomos de carbono de 18 a 14, la temperatura de transicion baja
a 23 °C. Si se conservan 18 atomos de carbono pero se introduce
un enlace doble (haciendo que las cadenas de acidos grasos sean
monoinsaturadas), la temperatura de transicién también dis-
minuye drasticamente.

Si se mezclan otros tipos de moléculas de lipidos en bicapas
fosfolipidicas es posible alterar sensiblemente las propiedades de
fluidez de la membrana. Los fosfolipidos basados en glicerol, que

son los lipidos de membrana mas abundantes, incluyen las fos-
fatidiletanolaminas descritas previamente (v. fig. 2-1A), asi como
los fosfatidilinositoles (fig. 2-2A), fosfatidilserinas (v. fig. 2-2B)
y fosfatidilcolinas (v. fig. 2-2C). La segunda clase principal de
lipidos de membrana, los esfingolipidos (derivados de esfingosi-
na), consta de tres subgrupos: esfingomielinas (v. fig. 2-2D),
@ N2-1 glucoesfingolipidos como los galactocerebrésidos
(v. fig. 2-2E) y los gangliosidos (que no se muestran en la figura).
El colesterol (v. fig. 2-2F) es otro lipido de membrana importan-
te. Dado que estas otras moléculas no tienen exactamente la
misma forma que los fosfolipidos basados en glicerol, participan
en diferente grado en las interacciones intermoleculares con los
fosfolipidos de las cadenas laterales. € N2-2 La presencia de estos
lipidos alternativos modifica la fuerza de las interacciones que
impiden la difusion de las moléculas de lipidos. Por consiguiente,
la membrana tiene una fluidez diferente y una temperatura de
transicion distinta. Este comportamiento es especialmente carac-
teristico de la molécula de colesterol, cuyo rigido anillo esteroideo
se une a las cadenas laterales de acidos grasos y las inmoviliza
parcialmente. Por tanto, en concentraciones moderadas el coles-
terol disminuye la fluidez. Sin embargo, cuando estd presente en
concentraciones elevadas, el colesterol puede modificar sustan-
cialmente la capacidad de los fosfolipidos de interactuar entre si,
lo cual aumenta la fluidez y disminuye la temperatura de transi-
cion gel-sol. Este aspecto es importante, porque las membranas
plasmaticas de células animales pueden contener cantidades
considerables de colesterol.

Las bicapas compuestas de varios lipidos diferentes no sufren
la transicion de gel a sol a una temperatura Unica y bien definida.
En su lugar se interconvierten de forma mas gradual a lo largo de
un rango de temperatura que se define por la composicion de la
mezcla. Dentro de este intervalo de transicion en estas bicapas de
multicomponentes, la membrana puede dividirse en zonas dis-
tintas desde el punto de vista de su composicion. Los fosfolipidos
con acidos grasos saturados de cadena larga se adhieren entre si
de forma relativamente estrecha, lo que da lugar a la formacién de
regiones con propiedades de tipo gel. Los fosfolipidos que tienen
acidos grasos insaturados de cadena corta quedaran excluidos de
estas regiones y migran a las regiones de tipo sol. Por tanto, en
el plano de una membrana fosfolipidica pueden existir «lagos»
de lipidos contiguos con propiedades fisicas muy diferentes. Por
consiguiente, las mismas fuerzas termodindmicas que forman la
elegante estructura de bicapa pueden separar distintos dominios
lipidicos dentro de la bicapa. Como se explica mas adelante, la
segregacion de los lagos lipidicos en el plano de la membrana
puede ser importante para distribuir las proteinas de membrana a
diferentes partes de la célula.

Aungque los fosfolipidos pueden difundir en el plano de una
membrana de tipo bicapa lipidica, no difunden entre las mono-
capas adyacentes (fig. 2-3). La velocidad a la cual los fosfolipidos
se translocan (movimiento de «flip-flop») espontaneamente de
una monocapa a otra de la bicapa es extremadamente baja. Como
se menciond antes, el centro de una membrana bicapa consta de
las colas de acidos grasos de las moléculas de fosfolipidos y es un
ambiente extremadamente hidréfobo. Para que una molécula de
fosfolipido se transloque de una monocapa a la otra, su gran grupo
de cabeza hidréfilo deberia atravesar este nucleo hidréfobo cen-
tral, lo que tendria un coste energético extremadamente alto. Esta
observacion no se aplica al colesterol (v. fig. 2-3), cuya cabeza polar
es un unico grupo hidroxilo. El coste energético del paso de este
pequeiio grupo hidroxilo polar a través de la bicapa es relativamente
bajo, lo que permite que el colesterol realice una translocacion
relativamente rapida.
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N2-1 Esfingomielinas

Colaboraciéon de Emile Boulpaep y Walter Boron

El grupo de cabeza polar de las esfingomielinas puede ser fos-
focolina, como se muestra en la figura 2-2D, o fosfoetanolamina
(andloga del residuo fosfoetanolamina de la fig. 2-1A). Obsérvese
que las esfingomielinas son tanto 1) esfingolipidos porque contie-
nen esfingosina como 2) fosfolipidos porque contienen un grupo
fosfato al igual que los fosfolipidos basados en glicerol que se
muestran en las figuras 2-1Ay 2-2A-C.

N2-2 Diversidad de lipidos en una bicapa

Colaboracién de Michael Caplan

> Cabezas hidrdfilas

> Colas hidrofobas

El colesterol
aporta rigidez
a la membrana.

eFigura2-1 La monocapa superior de esta bicapa lipidica contiene, de izquierda a derecha, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, colesterol, fosfatidilinositol,
fosfatidilcolina y colesterol.
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Figura 2-2 Estructuras de algunos lipidos de membrana frecuentes.

Las membranas de bicapa fosfolipidica son impermeables
a las moléculas cargadas

La bicapa lipidica es ideal para separar dos compartimentos
acuosos. Los grupos de cabeza hidroéfila interactian bien con
el agua en ambas superficies de la membrana, mientras que el
centro hidréfobo asegura que el coste energético de atravesar la
membrana sea prohibitivo para dtomos o moléculas cargadas.
Las membranas de bicapa fosfolipidica pura son extremadamente
impermeables a casi cualquier sustancia hidrosoluble cargada. Los

iones como el Na*, K*, Cl” y Ca®* son insolubles en la parte central
de la membrana hidréfoba, por lo que no pueden pasar desde el
medio acuoso de un lado de la membrana hacia el medio acuoso
del lado opuesto. Esto mismo sucede con las grandes moléculas
hidrosolubles, como las proteinas, los acidos nucleicos, azticares
y nucledtidos.

Mientras que las membranas fosfolipidicas son impermeables
a las moléculas hidrosolubles, las pequefias moléculas polares no
cargadas pueden atravesarlas con relativa libertad. Esto suele cum-
plirse con el O,, CO,, NHj; vy, sorprendentemente, con la propia
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Los fosfolipidos pueden
moverse lateralmente,
rotar o flexionarse.

Pocas veces se translocan
a la otra monocapa.

El colesterol
confiere rigidez

a la membrana y
puede translocarse
con facilidad.

Figura 2-3 Movilidad de los lipidos en una bicapa.

agua. Las moléculas de agua pueden, al menos en parte, atravesar
la membrana a través de grietas transitorias entre las colas hidro-
fobas de los fosfolipidos sin tener que superar una enorme barrera
energética. El grado de permeabilidad al agua (y quiza al CO, y
NHj;) varia ampliamente con la composicion lipidica; algunos fos-
folipidos (sobre todo aquellos con cadenas de acidos grasos cortas
o acodadas) permiten una tasa mayor de difusion del agua a través
de la bicapa que otros.

La membrana plasmatica es una bicapa

Como puede deducirse de la exposicion anterior, la membrana de
la superficie celular es, en realidad, una bicapa fosfolipidica. Esto
se confirm¢é mediante un experimento sorprendentemente sencillo.
En 1925, Gorter y Grendel midieron la superficie de los lipidos que
extraian de membranas plasméticas de eritrocitos. Estos autores
utilizaron un dispositivo denominado balanza de Langmuir en la
que los lipidos recubren una interfase aire-agua (v. fig. 2-1C) y des-
pués se empaquetan juntos en una monocapa continua mediante
una barra deslizante que disminuye la superficie que tienen dis-
ponible. El drea de la monocapa que se cred por los lipidos de los
eritrocitos era exactamente el doble del area de los eritrocitos de
los que se obtuvieron. Por tanto, la membrana plasmatica debe ser
una bicapa.

La confirmacion de la estructura de bicapa de las membranas
bioldgicas se ha obtenido a partir de los estudios de difraccién de
rayos X realizados en las espirales repetitivas de membrana que
forman las vainas de mielina que rodean los axones neuronales
(v. pags. 292-293).

La estructura de bicapa de la membrana puede visualizarse
directamente en la micrografia electrénica que se muestra en la
figura 2-4. La molécula de tetradxido de osmio (OsO,) con la que
se tifle la membrana se une a los grupos de la cabeza de los
fosfolipidos. Por tanto, ambas superficies de una bicapa de fos-
folipidos aparecen en negro en las micrografias electronicas,
mientras que el nicleo central no tefiido de la membrana aparece
en blanco.

Las composiciones de fosfolipidos de las dos monocapas de la
membrana plasmatica no son idénticas. Los estudios de marcado
realizados en las membranas plasmaticas de eritrocitos demuestran
que la superficie orientada hacia el citoplasma contiene fosfatidi-
letanolamina y fosfatidilserina, mientras que la monocapa orien-
tada hacia el exterior estd compuesta casi exclusivamente por fos-
fatidilcolina. Como se comenta mds adelante en este capitulo, esta
asimetria se crea durante la biosintesis de las moléculas de fosfoli-
pidos. No esta del todo claro qué ventaja obtiene la célula de esta

Figura 2-4 Micrografia electronica de transmision de una membrana
celular. La micrografia muestra dos células adyacentes del pancreas de una
rana (ampliacién original x43.000). El recuadro es una vista a gran aumen-
to (@mpliacion original xX216.000) de las membranas plasméticas (MP) de
las células. Obsérvese que cada membrana tiene dos capas densas con
una capa intermedia de menor densidad. Las capas densas representan la
interaccion de los grupos de cabeza polar de los fosfolipidos con el OsO,
utilizado para tefir la preparacion. E, envoltura nuclear; M, mitocondria;
RE, reticulo endoplédsmico. (De Porter KR, Bonneville MR: Fine Structure of
Cells and Tissues, 4.7 ed. Filadelfia, Lea & Febiger, 1973.)

distribucién. Las interacciones entre ciertas proteinas y la mem-
brana plasmadtica pueden requerir esta segregacion. La asimetria
lipidica puede ser especialmente importante para los fosfolipidos
que estdn implicados en las cascadas de segundos mensajeros. Los
fosfatidilinositoles, por ejemplo, dan lugar a los fosfoinositidos, que
desempenan papeles cruciales en las vias de sefializacion (v. pags.
58-61). Ademds, la composicion de fosfatidilinositol de la superfi-
cie citoplasmica de un organulo ayuda a definir la identidad del
organulo y a dirigir su transporte y propiedades de direccionamien-
to. Por ultimo, los fosfolipidos caracteristicos de las membranas
plasmaticas de las células animales suelen tener un residuo de
acido graso saturado y otro insaturado. Por consiguiente, son
menos propensos a distribuirse en los dominios lipidicos de tipo
sol o de tipo gel que los fosfolipidos que tienen cadenas de dcido
graso idénticas. € N2-3

Las proteinas de membrana pueden asociarse de forma
integral o periférica con la membrana plasmatica

La demostracion de que los componentes lipidicos de la membrana
plasmatica forman una bicapa deja abierta la cuestion de como
se organizan los constituyentes proteicos de la membrana. Las
proteinas de membrana pueden pertenecer a dos grandes clases,
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Proteinas integrales

Espacio extracelular

La mayoria de las proteinas integrales de
membrana tiene dominios de hélice o

Algunas proteinas estan unidas
a los fosfolipidos de membrana
mediante un oligosacarido. ..

Las proteinas periféricas ; :

estén unidas por enlaces transmembrana de unos 20 aminoacidos.

no covalentes a las

proteinas integrales. Algunas tienen muiltiples dominios

transmembrana.

a grupos prenilo.

Figura2-5 Clases de proteinas de membrana. En E, la proteina esta acoplada mediante un enlace GPI.

periféricas o integrales. Las proteinas de membrana asociadas pe-
riféricamente no estdn ni integradas en la membrana ni unidas
a ella por enlaces covalentes; en lugar de ello, se adhieren estre-
chamente a las superficies citoplasmica o extracelular de la mem-
brana plasmitica (fig. 2-5A). Sin embargo, pueden extraerse de la
membrana mediante tratamientos suaves que rompen los enlaces
idnicos (concentraciones muy elevadas de sal) o los enlaces de
hidrégeno (concentraciones muy bajas de sal).

En cambio, las proteinas integrales de membrana estan inti-
mamente asociadas con la bicapa lipidica. No se pueden eluir de la
membrana mediante estos lavados con concentraciones altas o bajas
de sal. Para extraer las proteinas integrales de membrana se debe
disolver la propia membrana anadiendo detergentes. Las proteinas
integrales de membrana pueden asociarse con la bicapa lipidica de
tres formas distintas. En primer lugar, algunas proteinas atraviesan
la bicapa lipidica una o varias veces (v. fig. 2-5B, C), por lo que se
denominan proteinas transmembrana. Los experimentos reali-
zados con membranas de eritrocitos muestran que estas proteinas
pueden marcarse mediante la aplicacion de reactivos marcadores
de proteinas en cualquier lado de la bicapa.

El segundo grupo de proteinas integrales de membrana esta
integrado en la bicapa, sin llegar a atravesarla (v. fig. 2-5D). Un
tercer grupo de proteinas asociadas a membrana no esta realmente
integrado en la bicapa en absoluto. En su lugar, estas proteinas
ancladas a lipidos estan unidas a la membrana mediante un enla-
ce covalente a un componente lipidico de la membrana o a un
derivado de acido graso que se intercala en la membrana. Por
ejemplo, las proteinas pueden estar unidas a un tipo especial de
molécula fosfolipidica glucosilada (v. fig. 2-5E), que en la mayoria
de los casos es el glucosilfosfatidilinositol (GPI), en la monocapa
externa de la membrana. Esta familia se denomina colectivamente

proteinas unidas a glucofosfolipidos. Otro ejemplo es un enlace
directo con un 4cido graso (p. ej., un grupo miristilo) o un grupo
prenilo (p. ej., farnesilo) que se intercale en la monocapa interna
de la membrana (v. fig. 2-5F).

Las porciones de las proteinas transmembrana que
atraviesan la membrana suelen ser hélices o hidrofobas

Surge la pregunta de como las proteinas transmembrana mantienen
una asociacion estable con la bicapa en una conformacién que
requiere que al menos una cierta porcion de secuencia de amino-
dcidos esté en contacto continuo con el nucleo central hidréfobo
de la membrana. La respuesta puede encontrarse en las estructuras
especiales de los dominios proteicos que realmente atraviesan la
membrana.

Las cadenas laterales de los ocho aminodcidos enumerados en
la parte superior de la tabla 2-1 son hidréfobas. Estos grupos aro-
maticos o alifaticos no cargados son casi tan dificiles de disolver en
agua como las cadenas laterales de los acidos grasos de los propios
fosfolipidos de membrana. Por tanto, no resulta sorprendente que
estas cadenas laterales hidréfobas permanezcan sin demasiados
problemas en el ambiente hidréfobo del centro de la bicapa. La
mayoria de los segmentos transmembrana (es decir, las porciones
cortas de aminodcidos que atraviesan la membrana una vez) estan
compuestos sobre todo de estos aminodcidos no polares, junto con
aminodcidos polares no cargados.

Los segmentos transmembrana hidréfobos de las proteinas
transmembrana estdn especialmente adaptados al entorno hidré-
fobo en el que residen. Las moléculas fosfolipidicas de la bicapa
lipidica en realidad protegen a estas porciones de proteinas trans-
membrana de las interacciones energéticamente desfavorables con
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N2-3 Microdominios de membrana
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Colaboracién de Michael Caplan

Segun los modelos actuales (v. Anderson y Jacobson, 2002; Edidin,
2003), los lipidos vy las proteinas no se distribuyen uniformemente en
el plano de las membranas que rodean las células y los orgénulos. En
su lugar, ciertos lipidos y proteinas asociadas se agrupan para formar
microdominios que difieren en su composicion, estructura y funcion
del resto de la membrana que los rodea. Estos microdominios pue-
den considerarse como pequenas islas rodeadas por el «lago» de
lipidos y proteinas que constituyen la mayor parte de la membrana.
Estas estructuras bidimensionales estan compuestas por lipidos que
tienden a formar interacciones estrechas entre si, lo que se traduce
en el autoensamblaje de dominios organizados que incluyen tipos
especificos de lipidos y excluyen otros. Los lipidos que tienden
a estar presentes en los microdominios son la esfingomielina, el
colesterol y los glucolipidos. Las proteinas capaces de interactuar
estrechamente con los lipidos formadores de microdominios también
pueden incorporarse selectivamente a estos microdominios. Se utili-
zan varios nombres diferentes para referirse a estos microdominios,
de los cuales los mas frecuentes son caveolas y balsas.

Las caveolas (v. pags. 42-43) se identificaron originariamente
mediante microscopia electrénica como unas invaginaciones de
la membrana plasmatica en forma de matraz. Contienen una capa
compuesta por proteinas denominadas caveolinas y tienden a tener
un didmetro de al menos 50-80 nm. Se ha demostrado que las
caveolas participan en la endocitosis de subconjuntos especificos
de proteinas y también poseen una gran cantidad de moléculas de
sefalizacion, como tirosina cinasas receptoras.

Las balsas son estructuras peor conocidas, que se definen por
los comportamientos bioquimicos de sus componentes cuando la
membrana circundante se disuelve en detergentes no iénicos. Los
microdominios de lipidos ricos en esfingomielina, colesterol y gluco-

lipidos tienden a resistir la solubilizacién en estos detergentes bajo
ciertas condiciones y pueden recuperarse intactos por centrifugacion
en gradiente de densidad. De nuevo, varias proteinas interesantes
implicadas en la senalizacion y la comunicacion celulares, incluidas
cinasas, canales idnicos y proteinas G, tienden a concentrarse en las
balsas, o a asociarse con balsas tras la activacion de vias de trans-
duccion de senal especificas. Las balsas estan pensadas para reunir
las proteinas de sefnalizacion en zonas pequenas, altamente concen-
tradas, lo que facilita sus interacciones vy, por tanto, su capacidad
para activar vias particulares. Las balsas también intervienen en
procesos de trafico de membranas. En células epiteliales polarizadas,
la clasificacion de varias proteinas de la membrana plasmatica apical
depende de su capacidad de distribuirse en balsas lipidicas que se
forman en el plano de la membrana de la red trans del Golgi. Se
sabe poco sobre cuél es el aspecto real de las balsas lipidicas en las
membranas celulares in situ. Actualmente se cree que son bastante
pequenas (<100 nm), aunque es posible que puedan ser inducidas
a coalescer en estructuras méas grandes bajo ciertas circunstancias.
Queda mucho por aprender acerca de las estructuras y funciones de
las balsas y caveolas, pero es evidente que son elementos dindmicos
e importantes que subdividen la membrana en regiones especiali-
zadas utilizadas por las células para una gran variedad de tareas.
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TABLA 2-1 Clasificacion de los aminoacidos basada en las caracteristicas quimicas de sus cadenas laterales

CODIGO DE CODIGODE  ESTRUCTURA DE LA iNDICE DE_
NOMBRE TRES LETRAS UNA LETRA CADENA LATERAL HIDROPATIA
No polar Alanina Ala A —CHs +1,8
Valina Val V —CH(CH3), +4,2
Leucina Leu L —CHyCH(CHs)- +3,8
Isoleucina lle | —CH—CH; —CHs +4,5
s
Prolina Pro P Hs -1,6
SO,
H/ \|}|/CH2
Fenilalanina Phe F —CH;—@ +2,8
Triptéfano Trp W _cHzm -0,9
)
Metionina Met M —(CHs—CH;—S—CHs +1,9
Polar sin carga Glicina Gly G —H -0,4
Serina Ser —CH,—0OH -08
Treonina Thr —CH—CH;s -0,7
&H
Cisteina Cys —CH,—SH +2,5
Tirosina Tyr Y —CH;;—@—OH -1,3
Asparagina Asn N —CH,—C=0 -3,5
N
Glutamina Gln Q —CH, —CH>—C=0 -35
N,
Polar, cargado, acido Aspartato Asp D —CH;—C=0 =3B
o
Glutamato Glu E —CH;—CH;—C|==O -35
o-
Polar, cargado, basico Lisina Lys K —CH;—CHy—CHy—CHy—NH;s* -3.9
Arginina Arg R —CH; —CH; —CH» —NH—%—NH: —4,5
NH3
Histidina His H —CHg—@ -3.2

|
H

Observacion: la porcion mostrada en rojo es parte del esqueleto peptidico.

*Kyte y Doolittle generaron estos valores (escala arbitraria de —4,5 a +4,5) promediando dos tipos de datos. El primero es un indice de la energia necesaria para
transferir la cadena lateral de la fase de vapor a agua. El segundo indica la probabilidad de encontrar esta cadena lateral inmersa en (en lugar de estar en la superficie
de) 12 proteinas globulares cuyas estructuras se habian determinado mediante cristalografia de rayos X. Un valor positivo indica que la cadena lateral es hidréfoba.
(De Kyte J, Doolittle RF: A simple method for displaying the hydropathic character of a protein. J Mol Biol 157:105-132, 1982.)

el entorno acuoso. Las proteinas transmembrana tienden a ser muy
insolubles en agua. Si se separan los segmentos transmembrana de
estas proteinas de los fosfolipidos anfipéticos que los rodean, estas
secuencias hidréfobas tienden a establecer interacciones estrechas
entre si en lugar de con el agua. Los grandes agregados proteicos
resultantes suelen ser insolubles y precipitan. Sin embargo, si

se altera la membrana fosfolipidica afiadiendo detergente, los
fosfolipidos pueden sustituirse por las moléculas anfipaticas del
detergente. Las secuencias transmembrana hidrofobas permane-
cen asi aisladas de las interacciones con el disolvente acuoso y las
proteinas permanecen solubles como componentes de micelas
de detergente. Esta capacidad de los detergentes de extraer las
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proteinas transmembrana de la bicapa lipidica (mientras mantie-
nen la solubilidad y las estructuras nativas de estas proteinas) ha
demostrado ser importante para purificar proteinas de membrana
concretas.

Las proteinas transmembrana pueden tener un tnico segmento
transmembrana (v. fig. 2-5B) o varios (v. fig. 2-5C). Las que tie-
nen un unico segmento transmembrana pueden orientarse con
su extremo amino (N) o carboxilo (C) terminal hacia el espacio
extracelular. Las proteinas con varios segmentos transmembrana
zigzaguean atravesando la membrana como un hilo a través de una
tela. De nuevo, los extremos N- y C-terminal pueden exponerse a
los compartimentos citopldsmico o extracelular. El patrén con el
que la proteina transmembrana atraviesa la bicapa lipidica define
su topologia de membrana.

Las secuencias de aminoacidos de los segmentos transmem-
brana tienden a formar hélices o con alrededor de 3,6 aminoacidos
por giro de la hélice (v. fig. 2-5B). En esta conformacion, los atomos
polares del esqueleto peptidico presentan el médximo nimero de
enlaces de hidrogeno entre si (de un giro de la hélice al siguiente),
por lo que no requieren que el disolvente proporcione dtomos para
los enlaces de hidrégeno. Por tanto, esta estructura garantiza la
solubilidad de la secuencia transmembrana en el entorno hidréfobo
de la membrana. Aunque la mayoria de las proteinas transmem-
brana parecen atravesar la membrana con dominios de hélice o,
esta claro que un subgrupo menos comprendido de polipéptidos
de membrana utiliza una estructura muy distinta. Por ejemplo, la
proteina porina (v. pag. 109), que actiia como canal en las mem-
branas bacterianas, tiene porciones transmembrana con estructura
de barril B.

En el caso de las proteinas con multiples segmentos transmem-
brana es probable que sus hélices transmembrana se empaqueten
estrechamente entre si (v. fig. 2-5C). El andlisis molecular de varias
secuencias transmembrana conocidas ha ayudado a desarrollar
algoritmos que predicen la probabilidad de que una secuencia
particular de aminoacidos pueda atravesar la membrana. Estos
algoritmos se utilizan ampliamente para evaluar la probabilidad
de que genes recién identificados codifiquen proteinas transmem-
brana y para predecir el nimero y la localizaciéon de segmentos
transmembrana.

Proteinas de membrana
marcadas con rodamina

Fusion
celular

Proteinas de membrana
marcadas con fluoresceina

Inmediatamente después
de la fusién celular
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Muchas proteinas de membrana forman asociaciones estrechas
no covalentes con otras proteinas de membrana en el plano de la
bicapa. Estas proteinas multiméricas pueden estar compuestas de
un unico tipo de polipéptido o de mezclas de dos o mds proteinas
diferentes. Las interacciones laterales que mantienen juntos estos
complejos pueden implicar a los segmentos transmembrana o a las
regiones de la proteina que protruyen en cualquiera de las super-
ficies de la bicapa. Ensambldndose en complejos multiméricos, las
proteinas de membrana pueden aumentar su estabilidad. También
pueden aumentar la variedad y complejidad de las funciones que
son capaces de realizar.

Algunas proteinas de membrana son moviles
en el plano de la bicapa

Al igual que sucede con las moléculas de fosfolipidos (v. fig. 2-3),
algunas proteinas transmembrana pueden difundir en la super-
ficie de la membrana. Si no existen uniones con otras proteinas,
las proteinas transmembrana tienen libertad para difundir a lo
largo de toda la superficie de la membrana. Esto fue demostrado
por Frye y Edidin en 1970 (fig. 2-6). Estos autores marcaron las
proteinas de superficie de una poblacion de linfocitos de ratén
con una lectina (una proteina vegetal que se une con fuerza a
ciertos grupos azticar unidos a proteinas) que estaba unida a
fluoresceina (un colorante fluorescente). También marcaron las
superficies proteicas de una segunda poblacion de linfocitos
humanos con una lectina que estaba conjugada con un colorante
fluorescente distinto, la rodamina. Debido a que la fluoresceina
produce un brillo verde y la rodamina presenta un brillo rojo
cuando se excitan por una luz de longitud de onda apropiada,
estas moléculas marcadoras pueden distinguirse con facilidad
entre si mediante un microscopio de fluorescencia. Frye y Edi-
din mezclaron las dos poblaciones de linfocitos y las trataron
con un reactivo que provocaba la fusién de las células entre si.
Inmediatamente después de la fusion, las proteinas de superficie
marcadas de las células recién unidas se mantenian separadas; la
mitad de la superficie celular fusionada permanecia roja, mien-
tras que la otra mitad permanecia verde. Sin embargo, durante un
periodo de unos 30 minutos los marcadores proteicos verde y rojo

A

Después de unos 30 minutos, las
proteinas marcadas se dispersan
por toda la membrana.

Figura2-6 Difusion de las proteinas de membrana en el plano de la membrana celular. Las proteinas de superficie de un linfocito humano estan marcadas
con una lectina conjugada con rodamina, un colorante fluorescente; las proteinas de superficie de un linfocito de ratén estan marcadas con una lectina unida
a fluoresceina, otro colorante fluorescente. Justo después de la fusion de las dos células, las proteinas de superficie marcadas se mantienen segregadas.
Sin embargo, las proteinas de membrana se entremezclan durante un periodo de unos 30 minutos.
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se mezclaron hasta que toda la superficie de la célula fusionada
estaba cubierta con ambas moléculas marcadoras. La velocidad a
la que se producia esta mezcla aumentaba con la temperatura, lo
que no es sorprendente, debido a que la fluidez de la membrana
depende de la temperatura.

Debido a que las proteinas transmembrana son moléculas
grandes, su difusion en el plano de la membrana es mucho mas
lenta que la de los lipidos. Incluso las proteinas mas rapidas difun-
den unas 1.000 veces mas despacio que el fosfolipido promedio. La
difusién de muchas proteinas transmembrana parece verse obs-
taculizada atin mds por sus uniones al citoesqueleto, situado justo
bajo la superficie de la membrana. Enlaces fuertes con esta malla
trabecular pueden hacer que las proteinas sean esencialmente
inmoviles. Otras proteinas transmembrana parecen viajar en
el plano de la membrana mediante procesos dirigidos que son
mucho mas rapidos y con menos aleatoriedad direccional que la
difusion. Proteinas motoras asociadas al citoesqueleto citoplas-
mico (descrito después) parecen fijarse a ciertas proteinas trans-
membrana, arrastrandolas en el plano de la membrana como
barcos de juguete atados a cuerdas. Por ultimo, al igual que los
fosfolipidos, las proteinas pueden difundir solo en el plano de
la bicapa. No pueden translocarse de una monocapa a otra de
dicha bicapa. La barrera energética para arrastrar los dominios
hidrofilos citopldsmico y extracelular de una proteina a través
del centro hidrofobo de la bicapa es muy dificil de superar. Por
tanto, la topologia de una proteina no cambia durante la duracion
de su vida.

A RECEPTOR DE UNION A LIGANDO

Dominio de unién a ligando

7 segmentos
transmembrana

FUNCION DE LAS PROTEINAS DE MEMBRANA

Las proteinas integrales de membrana pueden actuar
como receptores

Toda la comunicacién entre una célula y su entorno debe implicar
ala membrana plasmatica o al menos atravesarla. Para los fines de
esta exposicion, se define la comunicaciéon de un modo bastante
amplio como el intercambio de cualquier sefial entre la célula y su
entorno. Excepto para las moléculas de senalizacidn liposolubles,
como las hormonas esteroideas, esencialmente todas las funciones
de comunicacion realizadas por la membrana plasmatica se pro-
ducen a través de proteinas de membrana. Desde una perspectiva
de ingenieria, las proteinas de membrana estan perfectamente
situadas para transmitir sefiales, porque forman una unién unica
y continua entre los dos compartimentos que estan separados por
la membrana.

Los receptores de union a ligando engloban el grupo de las
proteinas transmembrana que quiza ilustre con mas claridad el
concepto de senalizacién transmembrana (fig. 2-7A). Para que
las hormonas hidrosolubles como la adrenalina influyan en el
comportamiento celular, su presencia en el compartimento del
LEC debe comunicarse a los diversos mecanismos intracelu-
lares cuyos comportamientos modulan. La interaccion de una
hormona con la porcion extracelular del receptor hormonal,
que forma un sitio de unidn de alta afinidad, produce cambios
conformacionales en la proteina receptora que se extienden a

B MOLECULA DE ADHESION CELULA-MATRIZ (INTEGRINA)

Dominio de unidn a matriz

; P T, =
/‘E M%ext ragil ular _
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elelsleleldiale
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99

El dominio citoplasmico
interactiia con las
proteinas intracelulares.

Los dominios helicoidales
forman una unidad
compacta en la membrana.

Los dominios
citopldasmicos estan
unidos a proteinas
intracelulares.

Figura 2-7 Proteinas integrales de membrana que transmiten senales del exterior al interior de una célula. A, El ligando puede ser una hormona, un factor
de crecimiento, un neurotransmisor, una sustancia odorifera u otro mediador local. B, Una integrina es una molécula de adhesién que une la célula a una

matriz extracelular.
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través del dominio transmembrana hasta el dominio intracelu-
lar del receptor. Como consecuencia, el dominio intracelular
adquiere actividad enzimdtica o puede interactuar con proteinas
citopldsmicas que participan en la sintesis de los denominados
segundos mensajeros. Cualquiera de estos mecanismos com-
pleta la transmision de la sefial hormonal a través de la mem-
brana. Por tanto, la disposicion transmembrana de un receptor
hormonal crea un inico medio de comunicacién continuo que
es capaz de transmitir informacion desde el entorno al interior
celular mediante sus propias modificaciones estructurales. El
proceso de transduccion transmembrana de la sefial se describe
en el capitulo 3.

Las proteinas integrales de membrana pueden actuar
como moléculas de adhesion

Las células también pueden utilizar proteinas integrales de
membrana como moléculas de adhesiéon que forman contactos
fisicos con la matriz extracelular circundante (es decir, molé-
culas de adhesion célula-matriz) o con sus vecinos celulares (es
decir, moléculas de adhesion intercelular). Estas uniones pueden
ser muy importantes para regular la forma, el crecimiento y la
diferenciacidn de las células. Las caracteristicas y la extension de
estas uniones deben comunicarse al interior celular para que la
célula pueda adaptarse adecuadamente a las tensiones fisicas y
sefiales proporcionadas por su entorno inmediato. Muchas cla-
ses de proteinas transmembrana intervienen en estos procesos
de comunicacién. Las integrinas son ejemplos de receptores de
la matriz o de moléculas de adhesion célula-matriz. Engloban
una gran familia de proteinas transmembrana que unen las
células a componentes de la matriz extracelular (p. ej., fibronec-
tina, laminina) en las placas de adhesion o adhesiones focales
(v. fig. 2-7B). Estas uniones producen cambios conformacionales en
las moléculas de integrina que se transmiten a sus colas ci-
topldsmicas. Estas colas, a su vez, comunican los fendmenos
de unidn a varias moléculas estructurales y de sefializacion que
intervienen en la elaboracién de la respuesta de la célula a su
entorno fisico.

A diferencia de los receptores de la matriz, que unen las células
a la matriz extracelular, varias superfamilias muy extensas de
moléculas de adhesién intercelular unen las células entre si.
Entre estas moléculas de adhesidn intercelular se incluyen las
moléculas de adhesion intercelular dependientes de Ca** (cadhe-
rinas) y las moléculas de adhesion celular neural independientes
de Ca*" (N-CAM). Las cadherinas son glucoproteinas (es decir,
proteinas con azticares unidos) con un segmento transmembrana
y un gran dominio extracelular de unién al Ca**. Por su parte, las
N-CAM suelen ser miembros de la superfamilia de las inmuno-
globulinas. Las dos clases de moléculas de adhesion intercelular
median tipos similares de sefiales transmembrana que ayudan
a organizar el citoplasma y a controlar la expresién génica en
respuesta a los contactos intercelulares. Algunas moléculas de
adhesidn intercelular pertenecen a la clase de proteinas de mem-
brana con enlace GPI (v. pag. 13). Estos polipéptidos carecen
de una cola transmembrana y citopldsmica. Las interacciones
mediadas por esta clase especial de moléculas de adhesiéon pueden
comunicarse al interior celular por asociaciones laterales con otras
proteinas de membrana.

Las moléculas de adhesion orquestan procesos que son tan
diversos como la migracion dirigida de las células inmunitarias
y el guiado de los axones en el sistema nervioso en desarrollo. La
pérdida de la adhesion intercelular y entre célula y matriz es un sello
caracteristico de las células tumorales metastasicas.
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Las proteinas integrales de membrana pueden llevar
a cabo el movimiento transmembrana de sustancias
hidrosolubles

Como se ha indicado previamente, una bicapa fosfolipidica pura
no tiene las propiedades de permeabilidad que suelen asociar-
se con las membranas plasmaticas de las células animales. Las
bicapas fosfolipidicas puras también carecen de la capacidad de
transportar sustancias en contra de gradiente (es decir, contra
gradientes electroquimicos; pag. 105). Las proteinas transmem-
brana confieren estas capacidades a las membranas bioldgicas.
Los iones y otras sustancias a las que las membranas son imper-
meables pueden atravesar la bicapa con la ayuda de proteinas
transmembrana que actian como poros, canales, transportadores
y bombas. Los poros y canales actian como conductos que
permiten al agua, a iones especificos, o incluso a proteinas muy
grandes fluir de forma pasiva a través de la bicapa. Los transpor-
tadores pueden facilitar el transporte de una molécula especifica
a través de la membrana o acoplar el transporte de una molécula
ala de otros solutos. Las bombas utilizan la energfa que se libera
por la hidrélisis del ATP para dirigir el transporte de sustancias
al interior o al exterior de las células en contra de gradientes de
energia. Cada una de estas clases importantes de proteinas se des-
cribe en el capitulo 5.

Los canales, transportadores y bombas son eficaces a la hora
de permitir que las sustancias hidrdfilas atraviesen la membrana
mediante la creacion de un trayecto hidréfilo en la bicapa. Previa-
mente hemos afirmado que los segmentos transmembrana son
tan hidréfobos como los acidos grasos que los rodean. ;Como es
posible que estos dominios transmembrana hidrdfobos formen
los trayectos hidrdfilos que permiten el paso de iones a través de
la membrana? La solucion a este rompecabezas parece ser que las
hélices o0 que constituyen estos segmentos transmembrana son
anfipaticas. Es decir, poseen tanto dominios hidréfobos como
hidréfilos.

Para cada hélice o los giros helicoidales producen alineamientos
de los aminodcidos que en la secuencia estan espaciados a interva-
los regulares. Por tanto, es posible alinear todos los aminoacidos
hidréfilos o hidréfobos a lo largo de un tnico borde de la hélice.
En las hélices anfipaticas los aminodcidos hidréfobos se alternan
con residuos hidrofilos a intervalos regulares de alrededor de
3-4 aminodcidos (debe recordarse que hay alrededor de 3,6 amino-
acidos por cada giro de la hélice). Por tanto, cuando las hélices se
empaquetan juntas, lado a lado, la proteina de membrana resultante
tiene unas superficies hidréfilas y otras hidrofobas. Las superficies
hidréfobas de cada hélice se orientardn hacia los lipidos de mem-
brana o hacia las superficies hidrofobas de las hélices contiguas. De
forma similar, las superficies hidrofilas de cada hélice se orientardn
hacia un poro central comun a través del cual pueden pasar sus-
tancias hidrosolubles. Dependiendo del modo en el que la proteina
regule el acceso a este poro, la proteina puede ser un canal, un trans-
portador o una bomba. La combinacién de aminodacidos hidrofilos
que revisten el poro supuestamente determina, al menos en parte,
el tipo de sustancias que pueden pasar por él. En algunos casos, las
hélices anfipaticas que revisten el poro estdn formadas por varias
proteinas distintas (o subunidades) que se unen en un tnico com-
plejo multimérico. En la figura 2-8 se muestra un ejemplo de un
tipo de canal de K* que se describe en la pagina 184. Este canal estd
formado por la aposicion de cuatro subunidades idénticas, cada
una de las cuales tiene seis segmentos transmembrana. El poro
de este canal esta creado por las hélices anfipaticas asi como por
bucles hidroéfilos cortos (bucles P) que corresponden a cada una
de las cuatro subunidades.
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Los canales estan
formados por miltiples
subunidades o proteinas
seudomultiméricas.

Bucle P— |

Para algunas clases de L’_’
canales, cada subunidad

tiene 6 hélices

transmembrana.

Las partes de la mo]éculal/

orientadas hacia el poro
tienen superficies
hidréfilas.

El ion pasa a través del
poro que estd rodeado
I por las subunidades.

Una tinica hélice anfipatica
con una superficie hidrdfila
a lo largo de un borde

y superficies hidrofobas

en el resto.

|- Hidrdfila

Figura2-8 Hélices o anfipaticas que interacttian para formar un canal a través de la membrana celular. Este es un ejemplo de un canal de potasio.

Las proteinas integrales de membrana también pueden
ser enzimas

Las bombas ionicas son en realidad enzimas. Catalizan la hidré-
lisis del ATP y utilizan la energia liberada por esta reaccion para
impulsar el transporte idnico. Otras muchas clases de proteinas
que estan integradas en las membranas celulares también actian
como enzimas. Las enzimas unidas a membranas son especialmente
frecuentes en las células intestinales, que participan en los pasos
finales de la digestion y absorcion de nutrientes (v. pags. 916-918).
Estas enzimas (localizadas en el lado de las células intestinales que
se orienta hacia la luz del intestino) escinden los polisacaridos
pequerios en aztcares individuales, o fragmentan los polipépti-
dos en polipéptidos mds pequenos o en aminodcidos para que
puedan introducirse en las células. Gracias a que estas enzimas
estdn inmersas en la membrana plasmatica, la célula puede generar
los productos finales de la digestion cerca de las proteinas trans-
portadoras que median la captacion de estas moléculas nutrientes.
Este modelo se repite en otros muchos tipos celulares. Por tanto, la
membrana puede actuar como un centro de reaccion bidimensional
extremadamente eficiente para procesos en multiples pasos que
implican reacciones enzimaticas o transporte.

Muchas de las proteinas con enlace GPI son enzimas. Varias de
las actividades enzimaticas que suelen considerarse marcadores
extracelulares de la membrana plasmética, como la fosfatasa alca-
lina, la 5'-nucleotidasa y la anhidrasa carbonica IV (v. pag. 828),
estdn ancladas a la monocapa externa de la bicapa mediante la
union covalente a un GPL

Las proteinas integrales de membrana pueden participar
en la sefalizacion intracelular

Algunas proteinas integrales se asocian con la superficie citoplas-
mica de la membrana plasmatica mediante la union covalente a

acidos grasos o a grupos prenilo que, a su vez, se intercalan en la
bicapa lipidica (v. fig. 2-5F). Los acidos grasos o grupos prenilo
actiian como colas hidrofobas que anclan una proteina por lo demas
soluble a la bicapa. Todas estas proteinas se localizan en la mono-
capa intracelular de la bicapa de membrana y suelen participar en
las vias de senalizacién intracelular. La familia de proteinas unidas
a lipidos incluye proteinas de unién a GTP, tanto pequenas como
heterotriméricas, y cinasas, y algunas son productos de protoon-
cogenes (v. cap. 3). Muchas de estas proteinas participan en la
transmision de las sefales que se reciben en la superficie celular ala
maquinaria efectora situada en el interior de la célula. Por tanto, su
asociacion con la membrana acerca estas proteinas a los lados cito-
plasmicos de los receptores que transmiten sefiales desde el exterior
de la célula a través de la bicapa. La relevancia médica de este tipo
de asociacion de la membrana se estd empezando a dilucidar. Por
ejemplo, si se impiden las modificaciones lipidicas de determinados
productos de oncogenes (y, por tanto, su unién a la membrana) se
elimina su capacidad para inducir la transformacion cancerigena.

Las proteinas periféricas de membrana participan
en la seiializacion intracelular y pueden formar
un citoesqueleto submembranoso

Las proteinas periféricas de membrana se fijan laxamente a la bica-
pa lipidica pero no estan integradas dentro de ella (v. pags. 12-13).
Su asociacién con la membrana puede adoptar dos formas. En
primer lugar, algunas proteinas interactdan mediante interacciones
iénicas con grupos de cabeza de los fosfolipidos. Muchos de estos
grupos de cabeza tienen una carga positiva o negativa, por lo que
pueden participar en puentes salinos con las proteinas a las que se
adhieren.

En un segundo grupo de proteinas periféricas de membrana, la
union se basa en su enlace directo a las superficies citopldsmica o
extracelular de las proteinas integrales de membrana (v. fig. 2-5A).
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Figura2-9 Uniones de la membrana celular al citoesqueleto submembranoso en los eritrocitos. Las proteinas integrales de membrana forman los puentes
que unen la membrana celular al sistema imbricado de proteinas que constituyen el citoesqueleto subcortical.

El citoesqueleto es un ejemplo de esta forma de unién. Por ejemplo,
la superficie citoplasmica de la membrana plasmética del eritrocito
estd en estrecha aposicion con una densa malla de hebras proteicas
entrelazadas denominada citoesqueleto subcortical. Consta de una
larga molécula fibrilar denominada espectrina, polimeros cortos
de actina (una proteina del citoesqueleto) y otras proteinas, como
la anquirina y la banda 4.1 (fig. 2-9).

Dos isoformas estrechamente relacionadas de espectrina (ot y
B) constituyen dimeros y dos de estos dimeros se ensamblan cabe-
za con cabeza entre si para formar heterotetrameros de espectrina.
Las regiones de cola de la espectrina unen la proteina globular
banda 4.1, que a su vez se puede unir a las fibrillas de actina.
Cada fibrilla de actina puede asociarse con mas de una molécula
de banda 4.1, de modo que la espectrina, la actina y la banda 4.1
se ensamblan juntas formando una amplia matriz imbricada. La
proteina denominada anquirina se une a la espectrina, asi como
al dominio citoplasmico de la banda 3, la proteina integral de
membrana encargada del transporte de iones Cl™ e iones HCO;~
a través de la membrana del eritrocito. Por tanto, la anquirina es
una proteina periférica de membrana que ancla la malla de espec-
trina-actina directamente a una proteina integral de membrana
del eritrocito.

El citoesqueleto subcortical proporciona fuerza y resistencia a
la membrana plasmatica del eritrocito. Las personas portadoras
de mutaciones en los genes que codifican los componentes del
citoesqueleto tienen eritrocitos que carecen de la caracteristica
forma de disco biconcavo. Estos eritrocitos son extremadamen-
te fragiles y se rompen con facilidad por las tensiones de ciza-

llamiento (v. pag. 415) asociadas con la circulacién a través de
los capilares. Por tanto, parece que el citoesqueleto subcortical
forma un andamio de proteinas periféricas de membrana cuya
union directa a proteinas transmembrana aumenta la integridad
estructural de la bicapa.

El citoesqueleto subcortical no es exclusivo de los eritrocitos.
Muchos tipos celulares, como las neuronas y las células epiteliales,
tienen redes submembranosas compuestas por proteinas muy
similares a las descritas inicialmente en el eritrocito. Ademas de
la banda 3, las proteinas transmembrana que se encuentran en
una gran variedad de células (incluidas las bombas de iones, los
canales ionicos y las moléculas de adhesion celular) se unen a la
anquirina, por lo que pueden actuar como puntos focales de unién
al citoesqueleto. En las células polarizadas (p. ej., las neuronas y las
células epiteliales), el citoesqueleto subcortical parece desempenar
un papel importante en la organizacion de la membrana plasmatica
en dominios morfolégica y funcionalmente distintos.

ORGANULOS CELULARESY CITOESQUELETO

La célula se compone de organulos individuales
que realizan distintas funciones

Cuando una célula eucariota se observa a través de un micros-
copio optico pueden distinguirse varias estructuras intracelulares
reconocibles. La matriz intracelular, o citoplasma, tiene un aspec-
to granuloso que sugiere la presencia de componentes que son
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demasiado pequefios para ser identificados mediante esta técnica.
Con los aumentos mucho mayores disponibles cuando se usa un
microscopio electrénico, la granulosidad da paso a una claridad que
revela un interior celular extraordinariamente complejo. Incluso
la mas simple célula animal nucleada posee una gran variedad de
complicadas estructuras con tamaifios y formas especificos. Estas
estructuras son los organulos recubiertos por membrana, que
constituyen los componentes funcionales de las células.

En la figura 2-10 se muestra el interior de una célula tipica. El
organulo mas grande en esta fotografia es el nicleo, que alberga
la dotacion celular de informacién genética. Esta estructura, que
es visible con el microscopio optico, suele ser redonda u oblonga,
aunque en algunas células tiene una forma lobulada compleja.
Dependiendo del tipo celular, el nicleo puede tener un didmetro
que oscila de 2 a 20 um. Con algunas excepciones, como el musculo
esquelético y ciertas células especializadas del sistema inmunitario,
cada célula animal tiene un tnico nucleo.

Alrededor del nicleo se encuentra una red de tubulos o séaculos
denominada reticulo endoplasmico (RE). Este organulo puede
presentar dos formas, rugoso o liso. En las superficies de los tabulos

CELULA ANIMAL
_ = Centriolos

Reticulo

Aparato
de Golgi

. —= Lisosomas,

del RE rugoso se encuentran ribosomas, que son los sitios princi-
pales de la sintesis proteica. Los ribosomas también pueden estar
libres en el citosol. Las superficies del RE liso, que participa en la
sintesis de lipidos, no tienen ribosomas asociados. El RE también
sirve como un gran reservorio de iones calcio. La membrana del RE
estd equipada con una bomba de Ca que utiliza la energia liberada
por la hidrolisis de ATP para impulsar el transporte de Ca** desde
el citoplasma a la luz del RE (v. pag. 118). Este Ca’* puede liberarse
rdpidamente en respuesta a moléculas mensajeras y desempeiia un
papel importante en la sefializacion intracelular (v. pag. 60).

El aparato de Golgi se asemeja a una pila de tortitas. Cada tor-
tita de la pila corresponde a un saculo plano individual. El nimero
y el tamario de los saculos presentes en la pila del aparato de Golgi
varian entre los tipos de células. El aparato de Golgi es una estacion
de procesamiento que participa en la maduracién de proteinas y
dirige las proteinas recién sintetizadas a sus correspondientes des-
tinos subcelulares.

Quizés la estructura con una morfologia mas peculiar es la
mitocondria, que es esencialmente un globo dentro de otro
globo. La membrana externa y la membrana interna definen dos

NUCLEO

Cromatina

endoplasmico endosomas, Lamina nuclear
liso peroxisomas
o vesiculas
Reticulo de transporte
endoplasmico
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Espacio Proteinas
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Figura 2-10 Ultraestructura de una célula animal tipica.
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compartimentos internos distintos: el espacio intermembrana
y el espacio de la matriz. La superficie de la membrana interna
forma pliegues muy marcados denominados crestas. Este organulo
tiene alrededor de 0,2 um de didmetro, lo que esta en el limite de
resolucidn del microscopio dptico. La mitocondria es la planta de
energia de la célula, un fabricante crucial de ATP. Muchas reac-
ciones celulares también se catalizan dentro de la mitocondria.

El organulo digestivo de la célula es el lisosoma. Esta gran
estructura suele contener varias vesiculas redondeadas mas peque-
flas denominadas exosomas dentro de su espacio interno.

El citoplasma contiene otros muchos organulos cuyas formas no
son tan distintivas, como los endosomas, peroxisomas y vesiculas
de transporte.

A pesar de su diversidad, todos los organulos celulares se
elaboran a partir de los mismos elementos basicos. Cada uno
de ellos estd compuesto por una membrana que forma toda la
extension de su superficie. Las membranas de los organulos sub-
celulares son lo que se puede visualizar en las micrografias elec-
tronicas. Las propiedades bioquimicas y fisicas de la membrana
que limita un organulo determinan muchas de sus propiedades
funcionales.

El nicleo almacena, replica y lee la informacion genética
de la célula

El nucleo actiia como un almacén celular para su dotacién de
ADN cromosomico. Sin embargo, la concepcion del nucleo sim-
plemente como una cdmara acorazada herméticamente sellada para
la informacién genética es una visién demasiado simplista. Toda la
maquinaria necesaria para mantener, copiar y transcribir el ADN
estd en el nucleo, que es el centro de todas las vias celulares que
regulan la expresion génica y la division celular. El control trans-
cripcional se describe en el capitulo 4. El elemento central de este
apartado es la estructura nuclear.

El ntcleo estd rodeado por una doble membrana (v. fig. 2-10). La
membrana externa presenta numerosos ribosomas y se continta
con las membranas del RE rugoso. La membrana interna es lisa y
esta orientada hacia el espacio intranuclear o nucleoplasma. El espa-
cio existente entre estas membranas concéntricas se continia con
laluz del RE rugoso. Las membranas nucleares interna y externa se
juntan en estructuras especializadas denominadas poros nucleares,
que penetran en la envoltura nuclear y proporcionan una via de
transporte entre el citoplasma y el interior nuclear (v. pag. 110).
Todos los transcritos de ARN que se producen en el nicleo deben
pasar a través de los poros nucleares para ser traducidos en el
citoplasma. Igualmente, todas las moléculas de sefializacion que
influyen en la funcién nuclear, asi como todas las proteinas del
interior nuclear (que se sintetizan en el citoplasma) entran en el
nucleo a través de los poros nucleares.

Los poros nucleares son selectivos a la hora de escoger las molé-
culas que permiten pasar. Las proteinas citoplasmicas destinadas
al interior nuclear deben poseer una secuencia de localizacion
nuclear para poder entrar. Se han caracterizado varias secuen-
cias de localizacién nuclear y todas parecen compartir elementos
estructurales comunes. Por ejemplo, todas tienen tramos cortos de
cuatro a ocho aminodcidos bésicos que pueden estar situados en
cualquier lugar de la secuencia proteica. La evidencia indica que
la capacidad de estas sefiales para mediar la localizacién nuclear
puede modularse por fosforilacién, lo que sugiere que la entrada de
las proteinas en el nucleo puede estar bajo el control de los sistemas
de segundo mensajero de la célula.

La selectividad del poro nuclear es sorprendente, teniendo en
cuenta su tamano. El didmetro externo del poro nuclear com-
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pleto es de unos 100 nm, considerablemente mayor que las pro-
teinas cuyo paso controla. La especificidad del poro nuclear estd
proporcionada por el complejo del poro nuclear (CPN), una
intrincada matriz proteica que se distribuye en una disposicion
octogonal altamente organizada. El CPN esta compuesto por varios
cientos de proteinas, de al menos 30 tipos distintos, que forman un
poro cuyo didmetro interno es variable. En su estado de reposo,
el CPN forma un canal acuoso que tiene unos 9 nm de didmetro,
lo que restringe el movimiento de proteinas mayores de 60 kDa.
Sin embargo, cuando llega una proteina que tiene una sefal de
localizacién nuclear o un transcrito de ARN mensajero (ARNm),
el complejo del poro puede dilatarse hasta un tamafo muchas veces
superior a ese. Las estructuras de las proteinas que revisten el poro
parecen ser excepcionalmente flexibles, lo que tal vez permite que
la célula regule la permeabilidad del poro. EI CPN acttia como una
barrera que impide la difusion aleatoria de proteinas integrales de
membrana entre la parte interna y externa de las membranas de la
envoltura nuclear. Sin embargo, las proteinas de membrana recién
sintetizadas destinadas a permanecer en la membrana nuclear
interna parecen transportar seiales que les permiten difundirse
desde sus lugares de sintesis en la membrana externa a la mem-
brana interna a través de los CPN. Por tanto, aunque las membra-
nas nucleares interna y externa se contintian entre si en los poros
nucleares, sus contenidos de proteinas permanecen estrechamente
controlados y distintos.

Entre las mitosis, el ADN cromosémico esta presente en el
nucleo en forma de heterocromatina densamente empaquetada y
eucromatina organizada de manera mas laxa. La cromatina es un
complejo formado por ADN y numerosas proteinas de unién al
ADN, que organizan el cromosoma en una cadena de elementos
de ADN-proteina estrechamente plegados denominados nucleoso-
mas (v. pags. 75-76). Intercalados en el nucleoplasma se encuentran
los nucléolos, densos y redondeados, donde parece producirse la
transcripcion de ARN ribosémico y el ensamblaje de las subuni-
dades ribosomicas.

La superficie interior de la membrana nuclear interna se
yuxtapone a un esqueleto proteico fibrilar denominado lami-
na nuclear. Esta malla, compuesta de proteinas denominadas
laminas, parece proporcionar soporte estructural a la envol-
tura nuclear. Las mutaciones del gen que codifica la lamina A
causan la progeria, una enfermedad genética asociada con un
envejecimiento rdpido y prematuro. La ldimina nuclear también
puede desempenar un papel importante en la organizacion del
reensamblaje nuclear. Durante la mitosis, la envoltura nuclear
se descompone en pequeias vesiculas y el contenido del nucleo-
plasma se mezcla con el citoplasma. Después de la mitosis estas
vesiculas se fusionan entre si para regenerar la membrana nuclear
de doble pared. Los medios por los cuales estas vesiculas se
encuentran entre si y se ensamblan correctamente son objeto de
un estudio intenso. Asimismo, los mecanismos implicados en el
mantenimiento de la continuidad de la composicién de las mem-
branas interna y externa durante la vesiculacion y el reensamblaje
aun no se han determinado. Después de la reconstitucion de la
envoltura nuclear las proteinas del nucleoplasma se reimportan
desde el citoplasma a través de los poros nucleares gracias a sus
secuencias de localizacion nuclear.

Los lisosomas digieren el material procedente del interior
y el exterior de la célula

Durante la vida diaria normal las células acumulan residuos. Los
organulos se dafian y se vuelven disfuncionales. Las proteinas
se desnaturalizan y se agregan. Nuevos materiales se introducen
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constantemente en las células desde el entorno extracelular
mediante el proceso de endocitosis (v. mas adelante). La funcion
de algunas células especializadas del sistema inmunitario, como los
macréfagos, es la captacion de materiales extrafios (en forma de
patogenos) desde el medio extracelular. Si este material se acumu-
lase indefinidamente acabaria por llenar la célula y esencialmente
saturarla hasta su muerte. Es evidente que las células deben tener
mecanismos para eliminar este material de desecho.

El lisosoma es el incinerador de la basura celular. Contie-
ne una amplia variedad de enzimas degradativas que pueden
escindir la mayoria de los desechos celulares. Las bombas de
protones integradas en la membrana limitante del lisosoma
hacen que este espacio sea un entorno extremadamente aci-
do, lo que ayuda en la hidrdlisis de proteinas. Un raro grupo
de trastornos hereditarios, denominados enfermedades de
almacenamiento lisosémico (v. cuadro 2-2), se produce por la
deficiencia de las enzimas lisosomicas que intervienen en la de-
gradacién de diversas sustancias.

La membrana lisosomica esta especialmente adaptada para
resistir la digestion por las enzimas y el acido que encapsula, lo
que garantiza que las duras condiciones necesarias para una degra-
dacién queden contenidas adecuadamente. La pérdida de la inte-
gridad de la membrana lisosomica puede ser la causa subyacente
de algunas afecciones inflamatorias clinicamente importantes,
como la gota.

El material que se ha internalizado desde el exterior de la célula
por endocitosis estd rodeado por la membrana de una vesicula
endocitica. Para llevar este material al lisosoma, las membranas de
las vesiculas endociticas se fusionan con la membrana lisosémica
y liberan su contenido en el medio lisosémico.

Las estructuras intracelulares que estdn destinadas a ser degra-
dadas, como los fragmentos de organulos, son fagocitadas por el
lisosoma en un proceso denominado autofagia. La autofagia da
lugar a la formacion de estructuras englobadas por membrana
dentro de la luz lisosémica, de forma que el lisosoma puede deno-
minarse cuerpo multivesicular. La autofagia permite a la célula
degradar los componentes daiados o viejos. El aumento de las
necesidades metabolicas también puede estimular la autofagia, per-
mitiendo que la célula recicle y «queme» sus propios componentes
estructurales para generar energia.

La mitocondria es el sitio de produccion de energia
oxidativa

La produccién de ATP dependiente de oxigeno (o fosforilacion
oxidativa) se produce en la mitocondria. Al igual que el nucleo, la
mitocondria (v. fig. 2-10) es una estructura con doble membrana.
La membrana mitocondrial interna contiene las proteinas que cons-
tituyen la cadena de transporte de electrones, que genera el pH y los
gradientes de voltaje existentes a través de esta membrana. Segiin
el modelo «quimioosmoético» (v. pag. 118), la membrana interna
utiliza la energia de estos gradientes para generar ATP a partir de
ADP vy fosfato inorganico.

La mitocondria mantiene y replica su propio genoma. Esta hebra
de ADN circular codifica los ARN de transferencia mitocon-
driales y (en el ser humano) 13 proteinas mitocondriales. Varias
copias del genoma mitocondrial estdn situadas en el interior de la
matriz mitocondrial, que también dispone de toda la maquina-
ria necesaria para transcribir y traducir este ADN, incluidos los
ribosomas. Aunque las proteinas codificadas en el ADN mitocon-
drial contribuyen a la estructura y la funcién de la mitocondria,
constituyen una fraccion relativamente pequeria del total de las
proteinas mitocondriales. La mayoria de las proteinas mitocon-

driales estan codificadas por el ADN nuclear y se sintetizan en los
ribosomas citopldsmicos.

Las dos membranas mitocondriales rodean dos compartimentos
diferenciados: el espacio intermembrana y el espacio de la matriz
mitocondrial interna. El espacio intermembrana se encuentra
entre las dos membranas; el espacio de la matriz mitocondrial
interna estd completamente rodeado por la membrana mitocon-
drial interna. Estos compartimentos tienen dotaciones completa-
mente distintas de proteinas solubles y las dos membranas tienen
proteinas muy diferentes.

Ademds de intervenir en el metabolismo energético, la mito-
condria también actia como depdsito para el Ca** intracelular.
El transportador mitocondrial de Ca** MCU, junto con la pro-
teina reguladora MICU, media la captacién del Ca®* a través
de la membrana mitocondrial interna y al interior de la matriz
mediante difusion facilitada. El transportador MCU utiliza el
potencial de membrana mitocondrial para acumular concen-
traciones muy elevadas de Ca**. Una [Ca®'] citosolica elevada
puede causar la liberacién del Ca** a partir de este reservorio, lo
que amplifica los procesos de sefalizacion. Los depdsitos mito-
condriales de Ca’* también se liberan debido a una deplecién de
energia, lo que provoca lesién y muerte celulares. Por ultimo, la
mitocondria desempeia un papel central en el proceso deno-
minado apoptosis o muerte celular programada (v. pag. 1241).
Algunas sefiales externas o internas pueden inducir que la célula
inicie una cascada de sefalizacién que culmina en la activacion
de enzimas que provocan la muerte celular. Una de las vias que
inicia este modo altamente ordenado de suicidio celular depende
de la participacién de la mitocondria. La apoptosis desempena
un papel fundamental durante el desarrollo tisular y también
participa en los mecanismos corporales de identificacién y des-
truccién de células cancerosas.

Las mitocondriopatias (enfermedades de la funcién mitocon-
drial) parecen estar implicadas en varias enfermedades degene-
rativas (p. ¢j., enfermedad de Huntington, miopatia mitocondrial
disautondmica).

El citoplasma no es amorfo, sino que esta organizado
por el citoesqueleto

Hasta el momento, en este capitulo nos hemos centrado casi exclu-
sivamente en los elementos membranosos de la célula. Se ha des-
crito el citoplasma como si fuese una solucion homogénea en la que
los organulos y las vesiculas realizan sus funciones mientras estan
flotando libre y aleatoriamente. En lugar de ello, el citoplasma es
muy complejo, con una estructura local intrincada y la capacidad
de locomocion.

El citoesqueleto citoplasmico estd compuesto por filamentos
proteicos que irradian por toda la célula, actuando como vigas,
puntales y soportes que determinan la forma y resiliencia de la
célula. Estos filamentos se dividieron inicialmente en varias clases
segun su aspecto en microscopia electrdnica (tabla 2-2): filamentos
gruesos, finos e intermedios, asi como microttbulos. El analisis
bioquimico posterior ha mostrado que cada una de estas variedades
esta compuesta de polipéptidos distintos y difiere respecto a su
composicion, estabilidad y funcion bioldgica.

Los filamentos intermedios proporcionan soporte
estructural a las células

Los filamentos intermedios se denominan asi porque tienen
un didmetro de 8-10 nm, medido mediante microscopia elec-
tronica, lo que los situa entre los filamentos finos de actina y los
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TABLA 2-2 Componentes del citoesqueleto

SUBUNIDADES DIAMETRO (nm)

Filamentos Tetramero de dos dimeros 8-10
intermedios enrollados
Microtubulos Los heterodimeros de 25
tubulina oy B forman
protofilamentos largos
de 5 nm de didmetro
Filamentos Actina globular (actina G) 5-8
finos de 5 nm de didmetro
dispuesta en una doble
hélice para formar actina
fibrosa (actina F)
Filamentos Ensamblaje de moléculas 10
gruesos de miosina

filamentos gruesos de miosina. Al igual que sucede con todos
los filamentos del citoesqueleto que se describirdn aqui, los fila-
mentos intermedios son polimeros que se ensamblan a partir
de subunidades proteicas individuales. Existe una variedad muy
grande de subunidades proteicas bioquimicamente distintas
que tienen una relacion estructural entre si y que derivan de
una unica familia génica. La expresion de estas subunidades
polipeptidicas puede ser especifica de tipo celular o estar res-
tringida a regiones especificas de una célula. Asi por ejemplo, la
vimentina se encuentra en células derivadas del mesénquima y
la proteina acida fibrilar glial (GFAP, de glial fibrillary acidic
protein), estrechamente relacionada, se expresa solo en las células
gliales (v. pags. 287-288). Las proteinas de los neurofilamentos
estan presentes en las prolongaciones neuronales. Las queratinas
se encuentran en las células epiteliales y en algunas estructuras
derivadas de los epitelios. Las laminas nucleares que forman el
andamiaje estructural de la envoltura nuclear también pertenecen
a la familia de los filamentos intermedios.

Los propios monomeros de los filamentos intermedios tienen
una estructura fibrilar. Se ensamblan para formar largos dimeros
trenzados que, a su vez, se ensamblan lado a lado para constituir
las subunidades tetraméricas. Por ultimo, estas subunidades tetra-
méricas se empaquetan juntas, contactando por sus extremos y
sus lados, para formar los filamentos intermedios. La célula puede
regular el ensamblaje de los filamentos y, en algunos casos, esto
parece estar dirigido por la fosforilacion de las subunidades pro-
teicas. Los filamentos intermedios parecen irradiar desde las dreas
celulares sometidas a estrés tensional y reforzarlas. Se originan de
las placas de adhesion que fijan las células a sus sustratos. En las
células epiteliales se insertan en las uniones desmosémicas que
fijan las células contiguas entre si. La resistencia y la resiliencia de
las mallas formadas por estos filamentos se ilustra con claridad por
las queratinas, que son los componentes principales de las uiias, el
pelo y las capas externas de la piel.

Los microtibulos proporcionan soporte estructural
y constituyen la base para varios tipos de motilidad
subcelular

Los microtubulos son polimeros formados por heterodimeros de
las proteinas tubulinas oy  (fig. 2-11A). Estos heterodimeros
se ensamblan cabeza con cola, formando la pared circunfe-
rencial de un microtabulo, que rodea una luz vacia. Debido
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a que los heterodimeros de tubulina se ensamblan con una
orientacion especifica, los microtubulos son estructuras polares
y sus extremos presentan propiedades bioquimicas distintas.
En un extremo del tubulo, denominado extremo positivo, los
heterodimeros de tubulina pueden afiadirse al polimero en
crecimiento a una velocidad triple que en el extremo negativo
opuesto. Las velocidades relativas de crecimiento y despolimeri-
zacion de los microtibulos estdn controladas por una actividad
enzimatica que es inherente al dimero de tubulina. Los dimeros
de tubulina se unen al GTP, y en este estado de unién al GTP
se asocian mas estrechamente con los extremos en crecimiento
de los microtdbulos. Cuando un dimero de tubulina se inte-
gra en el microtubulo hidroliza el GTP en GDP, lo que dis-
minuye la afinidad de union del dimero por el tabulo y ayuda
a acelerar la disgregacion. Por consiguiente, los microtibulos
pueden experimentar ciclos rapidos de crecimiento y reduc-
cién, comportamiento que se denomina inestabilidad dindmica.
Varias proteinas citosdlicas pueden unirse a los extremos de los
microtubulos y actuar como caperuzas que evitan el ensam-
blaje y la disgregacion, por lo que estabilizan las estructuras de
los microttibulos. Una familia amplia y diversa de proteinas
asociadas a microtubulos parece modular no solo la estabilidad
de los tubulos, sino también su capacidad de interactuar con
otros componentes intracelulares.

En la mayoria de las células todos los microtubulos se originan
a partir del centro organizador de microtubulos, o centrosoma.
Esta estructura suele consistir en dos centriolos, cada uno de los
cuales es una estructura pequefia (~0,5 um largo X 0,3 um de
didmetro) compuesta de nueve microtubulos en triplete que se dis-
ponen oblicuamente a lo largo de la pared de un cilindro (parte
superior de la fig. 2-11B). Los dos centriolos de un centrosoma se
orientan en dngulos rectos entre si. Los extremos negativos de todos
los microttibulos de una célula se asocian con proteinas que rodean
el centrosoma, mientras que el extremo positivo de crecimiento
rapido irradia por todo el citoplasma en una disposicion similar a
una estrella (microtabulos «astrales»).

Los microtabulos participan en numerosas funciones y estruc-
turas celulares. Por ejemplo, los microtubulos se proyectan dis-
talmente por el axon de las neuronas. Los microtibulos también
constituyen el armazon de las complejas membranas del RE y del
aparato de Golgi. El desensamblado de los microttibulos hace que
estos organulos experimenten remodelaciones morfoldgicas dras-
ticas y vesiculacion. Los microtibulos también desempefian un
papel central en la division celular. Al principio de la mitosis los
centriolos que constituyen los centrosomas se replican, formando
dos centrosomas en los polos opuestos del nucleo en division. A
partir de estos centrosomas irradian los microtubulos que forman
las fibras del huso, que a su vez alinean los cromosomas (parte
inferior de la fig. 2-11B). Su polimerizacién y despolimerizacién
coordinadas en cada extremo de los cromosomas pueden pro-
porcionar la fuerza necesaria para separar el material genético
durante la anafase de la mitosis. Un par de centriolos se queda
con cada célula hija.

Es posible que el mejor ejemplo de las capacidades estructurales
y mecénicas de los microtubulos sea su papel en la motilidad. Una
seccion transversal de un cilio observada al microscopio electroni-
co muestra la elegancia, simetria y complejidad de esta estructura
(v. fig. 2-11C). Cada cilio se origina a partir de su propio cuerpo
basal, que es esencialmente un centriolo situado en la raiz ciliar.
Existen dos variedades de cilios: con o sin motilidad. Mientras que
los cilios con motilidad se mueven y desarrollan fuerza, provocando
un flujo de liquido direccional en varios 6rganos, los cilios sin
motilidad no se mueven por si mismos y, en su lugar, llevan a cabo
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A MICROTUBULO Y SUS MOTORES MOLECULARES
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Figura 2-11 Microtubulos. A, Los heterodimeros de tubulina oy B forman protofilamentos largos, 13 de los cuales rodean el centro hueco de un micro-
tubulo. El microtubulo crece mas deprisa en su extremo positivo. EI motor molecular dineina se mueve a lo largo del microtdbulo en direccién positivo
a negativo, mientras que el motor molecular cinesina se mueve en la direccion contraria. EI ATP es la fuente de energia de todos estos motores. B, Los
microtubulos se originan a partir de un centro organizador de microtibulos o centrosoma, que suele constar de dos centriolos (cilindros verdes). C, Un
cilio con motilidad puede doblarse activamente a medida que sus microtibulos se deslizan entre si. El motor molecular dineina produce este movimiento
gracias a la energia del ATP.
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funciones sensoriales. Los cilios con motilidad se describen aqui'y
los que no tienen motilidad en la pagina 43.

Los cilios estan presentes en las superficies de muchos tipos
de células epiteliales, incluidas las que revisten las vias res-
piratorias pulmonares (v. pag. 597). En las células epiteliales de
las vias respiratorias, sus movimientos de batido similar a un
remo ayudan a propulsar los cuerpos extrafios y los patégenos
hacia su expulsion definitiva a la faringe. En el centro de un cilio
se encuentra una estructura denominada axonema, que esta
compuesta por un conjunto «9 + 2» de microtibulos definido
con gran precision. Cada uno de los 9 (también denominados
tubulos externos) consta de un microtubulo completo con 13 mo-
ndémeros de tubulina en su seccién transversal (el tubulo A) al
que se fusiona un microtibulo incompleto con 11 monémeros
de tubulina en su seccion transversal (el tubulo B). Cada uno
de los 2, que se sitian en el centro del cilio, es un microtubulo
completo. Esta estructura 9 + 2 completa ocupa toda la longitud
del cilio. Esta misma disposicion se encuentra en el centro de
un flagelo, cuyos movimientos serpentiformes propulsan los
espermatozoides (v. fig. 56-1).

Las fibras radiales conectan los tabulos externos con el par
central y los tdbulos externos se unen a sus vecinos mediante dos
tipos de conexiones. Una estd compuesta por la proteina dineina,
que actiia como motor molecular para impulsar los movimientos
ciliares y flagelares. ) N2-4 La dineina es una ATPasa que con-
vierte la energia liberada por hidrolisis del ATP en un cambio
conformacional que produce un movimiento de flexion. Debido a
que la dineina unida a un tubulo externo interactiia con un tubulo
externo contiguo, esta flexién de la molécula de dineina hace que
los tabulos externos adyacentes se deslicen entre si. Este movimien-
to de deslizamiento de los filamentos provoca los movimientos
coordinados de toda la estructura. En cierta medida, esta coordi-
nacion se realiza mediante la accién de una segunda proteina de
unién, denominada nexina. Los brazos de nexina restringen el
grado en el que los tubulos externos pueden moverse entre siy, por
tanto, impiden que el motor de dineina provoque la disolucion de
todo el complejo.

La utilidad de la proteina motora dineina no se limita a esta
funcion en los cilios y flagelos. La dineina citoplasmica, que estd es-
trechamente emparentada con la molécula motora presente en los
cilios, asi como una segunda familia de proteinas motoras deno-
minadas cinesinas, proporcionan la fuerza necesaria para mover
los organulos unidos a membrana a través del citoplasma a lo
largo de los trayectos microtubulares (v. fig. 2-11A). La capacidad
de los organulos vesiculares de moverse con rapidez a lo largo de
los microttibulos se observé por primera vez en las neuronas, en
las que las vesiculas que llevan proteinas recién sintetizadas deben
transportarse a lo largo de distancias extremadamente largas des-
de el cuerpo celular hasta el extremo del axén. En lugar de confiar
este proceso crucial al azar de una difusion lenta y no dirigida, la
neurona utiliza un motor de cinesina, que conecta una vesicula
con un microtubulo. Las cinesinas hidrolizan el ATP vy, al igual
que la dineina, convierten esta energia en transiciones mecdnicas
que hacen «caminar» a las cinesinas a lo largo del microtubulo.
Las cinesinas solo se moveran a lo largo de los microtubulos, por
lo que transportaran sus cargamentos de vesiculas en direccion
negativo a positivo (ortéograda). Por tanto, en las neuronas,
las vesiculas unidas a cinesina se mueven desde los extremos
negativos microtubulares, originados en el centrosoma en el
cuerpo celular, hacia los extremos positivos en los axones. Esta
direccion de movimiento se denomina transporte axonal rapido
anterdgrado. La dineina citoplasmica se mueve en direccion
positivo a negativo (retrégrada).
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El movimiento dirigido por motor de los organulos celulares
a lo largo de los trayectos microtubulares no es especifico de las
neuronas. Este proceso, en el que participan tanto las cinesinas
como la dineina citopldsmica, parece producirse en casi todas
las células y puede que controle la mayor parte del trafico vesicular
subcelular.

Los filamentos finos (actina) y los filamentos gruesos
(miosina) estan presentes en casi todos los tipos
celulares

Los filamentos finos, denominados también microfilamentos,
tienen un didmetro de 5-8 nm. Son polimeros helicoidales com-
puestos por un tnico polipéptido denominado actina globular
o actina G. Los filamentos finos son funcionalmente similares a
los microttbulos en dos aspectos: 1) los polimeros de actina son
polares y crecen a velocidades diferentes en sus dos extremos,
y 2) la actina se une a un nucledtido y después lo hidroliza. Sin
embargo, mientras que la tubulina se une al GTP y después lo
hidroliza en GDP, la actina se une al ATP y luego lo hidroliza en
ADP. Después de que la actina G se une al ATP puede interactuar
con otro monoémero unido a ATP para formar un dimero ines-
table (fig. 2-12A). Sin embargo, la adicién de un tercer monémero
unido a ATP crea un trimero estable que actua como nucleo para
el ensamblaje del polimero de actina fibrosa o actina F. Una vez
que forma parte de la actina F, el mondmero de actina hidroliza su
ATP unido, conservando el ADP y liberando el fosfato inorganico.
El monomero de actina unido a ADP es mas propenso a liberarse
por si mismo de sus vecinos, al igual que los dimeros de tubuli-
na unidos a GDP son mds propensos a disgregarse de la tubulina
(v. pag. 23). Aunque la longitud del filamento de actina F puede
mantenerse mas o menos constante, el polimero puede crecer
continuamente en su extremo positivo pero disgregarse en su
extremo negativo (v. fig. 2-12B). Este efecto de «cinta transporta-
dora» requiere el aporte continuo de energia (es decir, hidrolisis de
ATP) e ilustra las propiedades dindmicas tnicas de la elongacion
y disgregacion de los filamentos de actina.

Los filamentos gruesos estan compuestos de dimeros de una
interesante proteina generadora de fuerza denominada miosina.
Todas las moléculas de miosina tienen colas helicoidales y grupos
de cabeza globulares que hidrolizan el ATP y actiian como motores
para moverse a lo largo de un filamento de actina. La energia libe-
rada por la hidrdlisis del ATP se invierte en la flexién de la molé-
cula de miosina alrededor de un punto de pivote denominado
region bisagra o cuello, que marca la unién entre las regiones
globular y de la cola. Mediante esta flexion, la miosina, al igual que
la dineina y la cinesina que interactian con los microtabulos, actiia
como un motor molecular que convierte la energia quimica en
energia mecanica. ) N2-4

En el musculo, las moléculas de miosina pertenecen a la subfa-
milia de la miosina IT'y estin presentes como dimeros con sus colas
largas entrelazadas (fig. 2-13A). En el musculo, cada una de las dos
cabezas de miosina II se une a dos subunidades proteicas adicio-
nales, denominadas cadenas ligeras. Las células no musculares,
ademds de miosina II, pueden tener varias moléculas adicionales
de miosina mas pequenas. Estas otras miosinas, de las que la mas
estudiada es la miosina I, tienen colas mds cortas y, al menos en
algunos casos, actian como motores moleculares que mueven
vesiculas a lo largo de los filamentos de actina.

En el musculo, los dimeros de miosina II se apilan en filas
antiparalelas para formar una estructura bipolar con una region
central que solo contiene colas (v. fig. 2-13A). Los extremos del
filamento grueso contienen las cabezas que se doblan hacia la region
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N2-4 Motores moleculares
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Colaboracion de Alisha Bouzaher

Los motores moleculares son una clase de maquinaria molecular que
convierte la energia quimica en la fuerza mecénica y el movimiento
necesarios para llevar a cabo eventos importantes de translocaciéon y
organizacién dentro de la célula. Mediante el aprovechamiento de la
energia quimica libre procedente de la hidrdlisis del ATP, los motores
moleculares se unen y translocan a un sustrato en un movimiento
unidireccional a lo largo de un trayecto polarizado; un ejemplo de
ello es el desplazamiento de la miosina a lo largo de los filamentos

Familia Motor Trayecto

de actina. La direccionalidad del movimiento del motor molecular
a lo largo de estos trayectos depende de la polaridad del trayecto
y de la interaccién de dicho trayecto con la cabeza de la proteina
motora, que es el sitio de hidrdlisis del ATP Este movimiento suele
ser lineal o rotatorio.

Las familias de motores moleculares presentan secuencias de
aminoacidos, estructuras y propiedades de motilidad diversas.

Movimiento Funcion fisioldgica

Filamentos de
actina

Motores del

) Miosina 6 N2-14
citoesqueleto

(v. pags. 233-234)

Dineina (v. pag. 25) Microtubulos

(v. pags. 23-25)

Cinesina (v. pag. 25) Microttbulos

Motores de ADN polimerasa ADN
acidos nucleicos  ARN polimerasa (v. pag. 85)  ADN
Helicasa ADN

Topoisomerasa ADN

BIBLIOGRAFIA

N2-6

Contraccion muscular, locomocion
celular, funcién ciliar

Lineal

Transporte retrégrado Cilios, movimiento de los flagelos

Transporte intracelular de
organulos unidos a membrana,
formacién del huso mitético/
meiotico

Transporte anterégrado

Lineal Replicacion del ADN

Lineal Transcripcion del ADN
Lineal Transcripciéon del ADN
Lineal Transcripcion del ADN

Kolomeisky AB, Fisher ME. Molecular motors: A theorist's perspective. Annu Rev Phys Chem 2007;58:675-95.

Schliwa M, Woehlke G. Molecular motors. Nature 2003;422:759-65.

N2-14 Miosina muscular

Colaboracién de Ed Moczydlowski

Por razones histoéricas, los componentes de la molécula de mio-
sina Il en el musculo suelen tener més de un nombre.
e |as cadenas pesadas de la miosina (MHC, de myosin
heavy chains) constan de los siguientes elementos:
e | acabeza N-terminal.
e Un cuello, palanca, conector o bisagra.
e Elvéstago o cola C-terminal.
e Las cadenas ligeras esenciales de miosina (ELC o MLC-1)
también se denominan cadenas alcalinas.
e Cadenas ligeras reguladoras de miosina (RLC o MLC-2).
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Figura 2-12  Filamentos finos A, Los filamentos de actina F estan constituidos por moléculas individuales de actina G. B, La actina F puede crecer en el
extremo positivo mientras que se acorta en el extremo negativo, sin cambiar de longitud. P;, fosfato inorgénico.

central del filamento. La accién pivotante de las cabezas de miosina
arrastra el filamento fino contiguo (v. fig. 2-13B), que consta de
otras moléculas aparte de la actina. Este fenomeno de filamentos
deslizantes subyace a la contraccion muscular y la produccién de
fuerza (v. fig. 2-13C).

La actina, asi como una lista que no cesa de crecer de isoformas
de miosina, estd presente en practicamente todos los tipos celulares.
Las funciones de estas proteinas son féciles de imaginar en algunos
casos y son menos evidentes en otros muchos. Muchas células,
incluidas todas las que son similares a los fibroblastos, poseen
filamentos de actina que se organizan en fibras de estrés. Estas
agrupaciones lineales de fibras interconectan las placas de adhesion
entre si y con las estructuras del interior celular. Se orientan a lo
largo de las lineas de tensién y pueden, a su vez, ejercer una fuerza
contrdctil sobre el sustrato subyacente a la célula. Las contraccio-
nes de las fibras de estrés pueden participar en las contracciones
macroscopicas que se asocian con el proceso de cicatrizacion de
las heridas. A menudo, los filamentos de actina de las células no
musculares se mantienen juntos en haces mediante proteinas de
enlaces cruzados. Se han identificado muchas clases de proteinas
de enlaces cruzados, algunas de las cuales pueden responder a los
cambios fisioldgicos estabilizando o escindiendo los filamentos y
los haces de filamentos.

En las células mdviles, como los fibroblastos y los macréfagos,
las agrupaciones de filamentos de actina-miosina son responsables
de la locomocion celular. El ensamblaje de los filamentos de
actina puede impulsar la extension direccional de la membrana
celular en su borde de avance, lo que crea estructuras denomina-
das lamelipodios. Una cinasa de cadena ligera de la miosina esti-
mulada por Ca® regula el ensamblaje de filamentos de actina y de
miosina, lo que produce fuerza contractil y retraccion del borde
trasero de la célula. Para generar movimiento direccional, estos

elementos del citoesqueleto deben ser capaces de formar conexio-
nes transitorias generadoras de traccion con el sustrato de la
célula. @) N2-5 Estas conexiones se establecen a través de las inte-
grinas (v. pag. 17).

A diferencia de los fibroblastos y las células circulantes del
sistema inmunitario, las células como las neuronas y las células
epiteliales no suelen moverse mucho después de haber completado
su diferenciacion. Sin embargo, a pesar de esta falta de movimiento,
estas células estdn equipadas con redes de filamentos de actina y
de miosina muy intrincadas. En algunos casos, estos elementos
del citoesqueleto permiten que la célula extienda prolongaciones
alugares lejanos. Esto es lo que sucede con las neuronas, en las que
el crecimiento y la migracién de los axones durante el desarrollo
o la regeneracion del sistema nervioso tienen una sorprendente
similitud morfoldgica con la reptacion de las amebas de vida libre.
El extremo de un axdn en crecimiento, denominado cono de cre-
cimiento, tiene un contenido abundante de fibras contractiles y es
capaz de hacer los mismos tipos de movimientos de reptacién que
caracterizan a las células moviles.

En las células epiteliales la funcion del citoesqueleto de actina-
miosina es algo menos obvia, pero sigue siendo importante para la
funcién fisioldgica normal. Las microvellosidades de las superfi-
cies apicales de muchos tipos de células epiteliales (p. ej., las que
revisten el tubulo proximal renal y el intestino delgado) estdn sus-
tentadas por un andamiaje intrincado de filamentos de actina que
constituyen su esqueleto central (fig. 2-14). Este haz de fibras de
actina se mantiene cohesionado y anclado a la membrana plas-
matica suprayacente por diversas proteinas de entrecruzamiento,
incluidas varias isoformas de miosina. Las raices de los haces de
filamentos de actina microvellositarios emergen de las bases de las
microvellosidades para formar una tupida malla de filamentos del
citoesqueleto denominada red terminal. Entre los componentes de
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N2-5 Locomocion celular

Colaboracion de Michael Caplan

Se debe senalar que, al menos en algunos casos, las interac-
ciones que contribuyen a la motilidad celular son geométrica y
bioguimicamente bastante distintas de las que subyacen a la con-
traccién muscular. Por ejemplo, las células amébicas del moho del
pan Dictyostelium discoideum pueden continuar su reptacion a
pesar de la eliminacion (por delecion genética) de toda su miosina.
Aunqgue la motilidad en estas células alteradas no es normal,
que al menos persista proporciona amplias pruebas de que los
paradigmas que se aplican a los musculos lisos y estriados no
son en absoluto los Unicos esquemas que la naturaleza ha ideado
para generar movimiento basado en los filamentos de actina.
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Figura 2-13 Filamentos gruesos. A, La miosina | pertenece a un grupo
amplio de miosinas con una distribuciéon generalizada dotadas de colas
cortas. La miosina Il es la miosina que interviene en la contraccion mus-
cular. B, La accion pivotante de la cabeza de miosina, gracias a la energia del
ATF, desliza el filamento grueso respecto al filamento fino. C, En el musculo
esquelético y cardiaco el sarcomero es la unidad contractil fundamental.
S,y S, son subfragmentos de meromiosina pesada.
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Figura 2-14 Filamentos de actina en el borde en cepillo de una célula
epitelial.

dicha red se encuentran la fodrina (el homdlogo no eritroide de
la espectrina) y la miosina. La miosina en la red terminal interco-
necta los filamentos de actina de las microvellosidades contiguas.
Ademas, este complejo actina-miosina puede generar movimientos
contrictiles capaces de modificar las relaciones espaciales entre las
microvellosidades.

Los filamentos de actina y de miosina también forman un cin-
turén de adhesion que rodea el citoplasma de la superficie epitelial
de la membrana plasmatica a nivel de las uniones estrechas que
interconectan las células contiguas. Estos cinturones de adhesién
parecen ser capaces de contraerse y, por tanto, de hacer que las
células epiteliales que normalmente forman una ldmina continua
se separen entre si, relajando temporalmente las uniones estrechas
y creando conductos directos que conectan el espacio luminal con
el compartimento del LEC.

La actina y la miosina también participan en procesos comunes
ala mayoria (o a la totalidad) de los tipos de células. El proceso de
citocinesis, en el cual el citoplasma de una célula en divisién se
separa fisicamente en dos células hijas, estd dirigido por los fila-
mentos de actina y de miosina. Debajo del surco de separacion que
se forma en la membrana de la célula en division se encuentra un
anillo contractil de filamentos de actina y de miosina. La con-
traccion de este anillo profundiza el surco de separacion; esta
invaginacién finalmente secciona la célula y da lugar a las dos
células. @) N2-6
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SINTESIS Y RECICLADO DE LAS PROTEINAS
DE MEMBRANA

Las proteinas secretadas y de membrana se sintetizan
en asociacion con el RE rugoso

Las proteinas transmembrana estan compuestas de dominios hidré-
fobos que estdn integrados en la bicapa fosfolipidica y de dominios
hidréfilos que estdn expuestos a las superficies intracelular y extra-
celular (v. pags. 13-15). Estas proteinas no se translocan a través
de la membrana. Por tanto, surge la duda de cémo las proteinas
intrinsecas de membrana superan las enormes barreras energéticas
que, légicamente, deberian impedir que ni siquiera se inserten en
la membrana.

La célula ha desarrollado varios métodos para solucionar este
problema. Las células de mamifero tienen al menos tres vias de
insercion en la membrana diferentes, cada una de ellas asociada
con organulos especificos. Las dos primeras son mecanismos para
la insercién de las proteinas de membrana en los peroxisomas y
las mitocondrias (v. pags. 30-32). El tercer mecanismo inserta las
proteinas de membrana destinadas a la membrana plasmatica y
las membranas de los organulos distintos al peroxisoma y la mito-
condria (el sistema endomembranoso). Este mismo mecanismo
interviene en la biogénesis de casi todas las proteinas que secretan
las células de mamiferos y es el elemento central de la siguiente
exposicion.

El trabajo fundamental en este campo se centrd en los estudios
del RE rugoso. La membrana del RE rugoso (v. pag. 20) destaca
por la presencia de numerosos ribosomas que estan unidos a su
superficie citosdlica. Aunque todas las células nucleadas de mami-
fero tienen al menos una cierta cantidad de RE rugoso, las células
que producen grandes cantidades de proteinas secretadas, como
las células exocrinas del pancreas, que funcionan como fabricas de
enzimas digestivas (v. pags. 879-881) cuentan con una gran cantidad
de RE rugoso. Alrededor de la mitad del espacio citopldsmico en
una célula acinar del pancreas exocrino estd ocupada por RE rugoso.

En los primeros experimentos que estudiaron las técnicas de
fraccionamiento celular, las membranas que derivaban del RE
rugoso se separaron de los otros componentes membranosos y
citopldsmicos de células acinares pancreaticas. Los ARNm asocia-
dos con las membranas del RE rugoso se aislaron y las proteinas
que codificaban se sintetizaron mediante traduccion in vitro. E1
analisis de los polipéptidos resultantes revelé que incluian todo
el repertorio celular de proteinas secretadas. Ahora se sabe que
el ARNm asociado con el RE también codifica todo el repertorio
celular de proteinas de membrana, a excepcion de las destinadas
al peroxisoma o a la mitocondria. Cuando se realizé el mismo
experimento con ARNm aislados de ribosomas que se distribuyen
libremente por todo el citoplasma, los productos no eran proteinas
secretadas si no proteinas citosélicas solubles. Los trabajos pos-
teriores demostraron que los ribosomas unidos al RE son bioqui-
micamente idénticos y estan en equilibrio con los que estan libres
en el citosol. Por tanto, la localizacion subcelular de un ribosoma, es
decir, si estd libre en el citosol o unido al RE rugoso, estd en cierto
modo determinada por el ARNm que estd traduciendo el ribosoma.
Un ribosoma que participa en la sintesis de una proteina secretada
o de membrana se asociara con la membrana del RE rugoso, mien-
tras que el mismo ribosoma estara libre en el citosol cuando esté
sintetizando proteinas citosolicas. Es evidente que algunas sefales
de localizacidn situadas en el ARNm o en la proteina que se esta
sintetizando deben indicar al ribosoma qué tipo de proteina se
esta produciendo y en qué lugar de la célula deberia llevarse a cabo
dicha sintesis.

El tipo de esta sefial se descubri6 en 1972 durante el estudio
de la biosintesis de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas. Las
cadenas ligeras sintetizadas in vitro, en ausencia de membranas
de RE rugoso, tienen una extensién de 15 aminodcidos en su
extremo amino terminal que esta ausente en las mismas cadenas
ligeras sintetizadas y secretadas in vivo por los linfocitos B. Unas
extensiones amino terminales similares estan presentes en la
mayoria de las proteinas de membrana o secretadas, pero nun-
ca en las proteinas solubles del citosol. Aunque varfan en lon-
gitud y composicion, estas extensiones suelen ser o.-helicoidales
y estan compuestas de cadenas de aminoacidos hidréfobos que
suelen estar precedidas por segmentos cortos de residuos bdsi-
cos. Estas secuencias seiial, que es la denominacion que han
recibido, son los elementos de localizaciéon mencionados ante-
riormente. A medida que emerge del ribosoma y queda flotan-
do libremente en el citosol, la secuencia sefial de una proteina
naciente (fig. 2-15, etapa 1) dirige el complejo de ribosoma-
ARNm a la superficie del RE rugoso, donde se completard la
biogénesis de la proteina. Los complejos de ribosoma-ARNm
que carecen de secuencia sefial completan la traduccién del
ARNm (que no codifica ni proteinas secretadas ni de mem-
brana) sin unirse al RE rugoso. Por su trabajo sobre las secuen-
cias sefial, Giinter Blobel recibié en 1999 el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina. () N2-7

sPor qué la célula se encarga de separar la sintesis de diferentes
poblaciones de proteinas en localizaciones celulares distintas? Las
proteinas destinadas a estar en una membrana o a su secrecion
se insertan en o a través de la membrana del RE rugoso a la vez
que se traducen; esto se denomina translocacion cotraduccional.
A medida que la cadena polipeptidica naciente emerge del riboso-
ma atraviesa la membrana del RE rugoso y finalmente aparece en
la cara luminal del RE. Alli, una enzima escinde la secuencia sefial
amino-terminal, mientras que la proteina se sigue traduciendo. Esto
explica por qué las proteinas que se sintetizan in vitro en ausencia
de membranas son mas largas que las mismas proteinas sintetizadas
por células intactas.

La sintesis y la translocacion simultaneas de proteinas
a través de la membrana del RE rugoso requieren

una maquinaria para el reconocimiento de la sefial

y la translocacion de las proteinas

La informacién contenida en una secuencia sefial explica el
modo en el que una proteina naciente puede dirigir la célula
para completar la traduccion de dicha proteina en el momento
de la translocacién en el RE rugoso. Sin embargo, la secuencia
sefial por si sola no es suficiente. Dos elementos cruciales del
mecanismo de direccionamiento también son necesarios para
dirigir el ribosoma y su péptido naciente unido hacia el RE. El
primero es un complejo de ribonucleoproteina denominado
particula de reconocimiento de seiial (SRP, de signal recog-
nition particle), que se une a la secuencia senal del péptido
naciente (v. fig. 2-15, etapa 2). La SRP consta de siete polipép-
tidos diferentes y una cadena corta de ARN. Cuando la SRP se
une a una cadena naciente también se une a una molécula de
GTP. El segundo elemento fundamental de la maquinaria de di-
reccionamiento es un componente transmembrana del RE
rugoso, el receptor de SRP, también denominado proteina de
acoplamiento. La interaccion entre una secuencia de sefal y la
SRP, y posteriormente entre el complejo SRP-péptido naciente-
ribosoma y la proteina de acoplamiento, dirige la cadena naciente
al aparato de translocacion del RE rugoso.
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N2-6 Otros papeles de la actina N2-7 Ginter Blobel
y la miosina

Se puede consultar méas informacion sobre Glnter Blobel y los
trabajos por los que recibié el Premio Nobel en http://www.nobel.

) ] ) ) se/medicine/laureates/1999/index.html (consultado en octubre
Ademas de las funciones descritas en el texto, la actina y la mio- de 2014).

sina podrian desempenar papeles importantes en otros procesos.
Los filamentos de actina y varias isoformas recién descubiertas
de miosina pueden intervenir en el transporte de cargamentos
intracelulares de un modo muy parecido al de los microttbulos
y sus proteinas motoras asociadas. Ciertos tipos de miosina
parecen actuar como motores que impulsan los movimientos de
vesiculas y otros organulos a lo largo de trayectos constituidos por
filamentos de actina. El papel exacto y la importancia relativa de
estos movimientos en la fisiologia de la célula ain no se han dilu-
cidado por completo. A pesar de esta incertidumbre, es evidente
que el citoesqueleto de actina y de miosina realiza una multitud de
funciones, que van desde su clasico papel en las contracciones
macroscoépicas de los musculos esqueléticos a sus aportaciones
a la motilidad a escalas subcelulares.

Colaboracién de Michael Caplan
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Figura 2-15 Sintesis y translocacion de una proteina secretada.

Debido a que la membrana del RE rugoso tiene un nimero
limitado de sitios de acoplamiento, la célula debe coordinar la
sintesis de las proteinas secretoras y de membrana con la dis-
ponibilidad de dichos sitios. Si todos los sitios de acoplamiento
estuviesen ocupados, y si la sintesis de proteinas nacientes de
membrana y secretadas continuase sin impedimento, estos pép-
tidos nacientes se sintetizarian por completo en los ribosomas
libres del citoplasma. Como consecuencia de ello, estas proteinas
recién sintetizadas nunca llegarian a su destino correcto. La SRP
actiia como sistema regulador que hace coincidir la velocidad de
sintesis de las proteinas secretadas y de membrana con el nimero
de sitios de translocacion no ocupados. Al asociarse con una
secuencia sefal naciente, la SRP hace que el ribosoma interrumpa
la sintesis proteica subsiguiente (v. fig. 2-15, etapa 2). Este estado
de interrupcion de la traduccién persiste hasta que el complejo
SRP-péptido naciente-ribosoma encuentra una proteina de aco-
plamiento no ocupada con la que interactuar. Por tanto, la SRP
evita que las proteinas secretadas y de membrana se traduzcan
hasta que se pueda garantizar su translocacion cotraduccional.
Debido a que la SRP interacttia solo con cadenas nacientes que
tienen secuencias sefal, los ribosomas que sintetizan proteinas
destinadas a su liberacidn en el citosol nunca se asocian con SRP
y su traduccion nunca se detiene. Por tanto, la SRP es una maqui-
naria altamente especifica de ordenacion espacial y temporal que
garantiza un direccionamiento preciso y eficiente de las proteinas
secretadas y de membrana.

;Como finaliza la célula la interrupcion de la traduccion del
complejo SRP-péptido naciente-ribosoma? Cuando este complejo
interactia con una proteina de acoplamiento (v. fig. 2-15, etapa 3),
una de las subunidades de la SRP hidroliza el GTP unido previa-
mente, lo que libera la SRP de un complejo péptido naciente-ribo-
soma direccionado adecuadamente. De esta manera, la proteina de
acoplamiento informa a la SRP que su mision ha culminado y puede
volver al citosol para encontrar otro ribosoma con un péptido sefal.
Un segundo paso de hidrolisis de GTP transfiere el péptido naciente
desde la proteina de acoplamiento al verdadero complejo del tinel

de translocacion. La hidrolisis del GTP es un proceso frecuente y
estd involucrada en la transmision de numerosos mensajes celulares
(v. pags. 53-56). En este caso, los dos procesos independientes de
hidrdlisis del GTP ejercen una funcién de control de calidad, ya
que la activacion de la actividad GTPasa depende de que el péptido
naciente llegue al componente apropiado en el aparato de trans-
locacion.

Adyacente a la proteina de acoplamiento en la membrana del
RE rugoso se encuentra un translocador de proteinas denominado
translocdn (v. fig. 2-15, etapa 3), que contiene un tunel por el que
la proteina naciente atravesara la membrana del RE rugoso. Parece
que la llegada de una cadena naciente al translocén provoca la
apertura de la entrada del tunel del translocador, que normalmente
esta cerrada. Esta apertura del translocén también permite el flujo
de iones pequenos. La corriente eléctrica transportada por estos
iones puede medirse con la técnica de fijaciéon de membranas
(patch-clamp) (v. pag. 154). Mediante la regulacion del translocon
de modo que solo se abra cuando estd ocupado con una proteina
naciente, la célula mantiene la entrada del tinel cerrada cuando no
estd en uso. Esta regulacion evita que el Ca** almacenado en el RE
escape hacia el citoplasma.

Dado que el tunel del translocdn es un poro acuoso, la proteina
naciente secretada o de membrana no contacta con el nucleo
hidréfobo de la bicapa lipidica de la membrana del RE durante la
translocacion cotraduccional. Por tanto, este tinel permite que las
proteinas hidréfilas atraviesen la membrana. A medida que la tra-
duccidn y la translocacién contintian y la proteina naciente entra
en la luz de la del RE rugoso, una enzima denominada peptidasa
de la seiial escinde el péptido sefial, que se queda en la membrana
del RE rugoso (v. fig. 2-15, etapa 4). Mientras tanto, la traduccion
y la translocacion de la proteina contindan (v. fig. 2-15, etapa 5).
En el caso de las proteinas secretadas (es decir, las proteinas que
no son de membrana) el péptido se transloca completamente
a través de la membrana. El ribosoma libera la proteina com-
pleta ala luz del RE rugoso y luego se disocia de dicho RE rugoso
(v. fig. 2-15, etapa 6).
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La insercion adecuada de las proteinas de membrana
requiere unas secuencias de inicio y de finalizacién
de la transferencia

A diferencia de las proteinas solubles, las proteinas de membrana
nacientes no se translocan por completo a través de la membra-
na del RE rugoso (fig. 2-16A, etapa 1). Los residuos de aminoécidos
hidréfobos que al final se convertirdn en el segmento transmembra-
na de una proteina de membrana también actiian como secuencia
de finalizacion de la transferencia (v. fig. 2-16A, etapa 2). Cuando
una secuencia de finalizacion de la transferencia emerge de un
ribosoma hace que el translocon se abra lateralmente, lo que libera
el segmento transmembrana hidréfobo al ambiente favorable del
centro hidréfobo de la membrana del RE rugoso (v. fig. 2-164,
etapa 3). Mientras, la maquinaria ribosémica continda traduciendo
el resto de la proteina naciente. Sila peptidasa de la sefial escinde el
extremo amino terminal en este momento, el resultado final es una
proteina con un tinico segmento transmembrana, con el extremo
amino terminal en la luz del RE rugoso y el extremo carboxilo
terminal en el citoplasma (v. fig. 2-16A4, etapa 4).

Hay otra forma de sintetizar una proteina con un tinico segmen-
to transmembrana. En este caso, la proteina carece de una secuencia
senal en el extremo amino terminal, pero a cambio tiene (en alguna
zona intermedia del péptido naciente) una secuencia bifuncional
que actua como secuencia sefial que se une a la SRP y también
como segmento transmembrana hidrofobo. Esta secuencia especial
se denomina secuencia interna de inicio de la transferencia. La
SRP se une a la secuencia interna de inicio de la transferencia y
lleva la proteina naciente al RE rugoso, donde dicha secuencia
se une al translocén de tal modo que los residuos con mas carga
positiva que flanquean la secuencia de inicio de la transferencia
se orientan hacia el citosol. Dado que estos residuos flanqueantes
cargados positivamente pueden preceder o seguir a los residuos
hidréfobos de la secuencia interna de inicio de la transferencia,
tanto el extremo carboxilo (C) terminal como el amino (N) ter-
minal pueden acabar en el citosol. Si los residuos flanqueantes
con mds carga positiva estin en el extremo carboxilo terminal de
la secuencia interna de inicio de la transferencia (v. fig. 2-16B),
la proteina se orientard con su extremo carboxilo terminal en el
citosol. Si los residuos flanqueantes con mds carga positiva estan
en el extremo amino terminal de la secuencia interna de inicio de la
transferencia (v. fig. 2-16C), la proteina se orientard con su extremo
amino en el citosol.

Si se alternan las secuencias de finalizacién de la transferencia
(v. fig. 2-16A) vy las secuencias internas de inicio de la transferen-
cia (v. fig. 2-16B, C), la célula puede fabricar proteinas de membrana
que tienen mas de un dominio transmembrana. En la figura 2-16D
se muestra como la célula podria sintetizar una proteina con multi-
ples dominios transmembrana con su extremo N-terminal en el
citosol. El proceso se inicia como en la figura 2-16C, cuando la
maquinaria de traduccién se une al RE rugoso (v. fig. 2-16D, eta-

pa 1) yla primera secuencia interna de inicio de la transferencia se
inserta en el translocon (v. fig. 2-16D, etapa 2). Sin embargo, cuan-
do la primera secuencia de finalizacién de la transferencia alcanza
el translocén (v. fig. 2-16D, etapa 3), este se desensambla, liberando
los dos primeros segmentos transmembrana de la proteina en la
membrana del RE rugoso. Hay que sefialar que el primer segmento
transmembrana es la secuencia interna de inicio de la transferencia
y el segundo es la secuencia de finalizacion de la transferencia.
Mientras, una SRP se une a la segunda secuencia interna de inicio
de la transferencia (v. fig. 2-16D, etapa 4) y la dirige al RE rugoso
(v. fig. 2-16D, etapa 5) de modo que la translocacién cotraduccional
puede continuar de nuevo (v fig. 2-16 D, etapa 6). Si no hay mas
secuencias de finalizacion de la transferencia, el resultado serd una
proteina con tres segmentos transmembrana.

Varios puntos de la exposicion precedente merecen una aten-
cién especial. En primer lugar, la translocacion a través de la
membrana del RE solo puede producirse de forma cotraduc-
cional. Si una proteina secretada o de membrana se sintetizara
completamente en un ribosoma citopldsmico seria incapaz de
interactuar con la maquinaria de translocacién y por tanto no se
insertaria a través o en la bicapa. Como se describe mas adelante,
esto no es valido para la insercion de las proteinas peroxisémi-
cas o mitocondriales. En segundo lugar, cuando una secuencia
senal surge de un ribosoma, solo hay un breve periodo durante
el cual es competente para mediar la asociacion del ribosoma con
el RE y para iniciar la traduccion. Esta limitacion temporal se
debe probablemente a la tendencia de las cadenas polipeptidicas
nacientes a empezar a plegarse y adquirir la estructura terciaria
muy pronto después de salir del ribosoma. Este plegamiento
oculta rapidamente los residuos hidréfobos de una secuencia
senal para que la maquinaria de translocacién no pueda recono-
cerlos. En tercer lugar, dado que el canal de translocacion parece
ser bastante estrecho, la proteina naciente no puede comenzar a
adquirir la estructura terciaria hasta después de que haya salido
de la cara luminal del RE. Por tanto, el péptido debe entrar en
el tinel de translocaciéon como un delgado hilo inmediatamente
después de salir del ribosoma. Estos hechos explican por qué la
translocacidn es cotraduccional. En los sistemas en los que se
produce una translocacién postraduccional (p. ej., peroxisomas
y mitocondrias), unas adaptaciones especiales mantienen las
proteinas recién sintetizadas en un estado desplegado hasta que
pueda finalizarse su translocacion.

Por dltimo, dado que la proteina no puede translocarse una vez
que estd en la membrana, el mecanismo que acaba de describirse da
lugar a proteinas que se insertan en la membrana del RE rugoso en
su topologia final o «madura». El nimero y la localizacién de los
segmentos transmembrana de una proteina de membrana, asi como
sus bucles citopldsmicos y extracitoplasmicos, se determinan com-
pletamente durante el transcurso de su insercion cotraduccional en
la membrana del RE. El orden en el que las secuencias sefal, interna
de inicio de la transferencia, y de finalizacién de la transferencia

Figura 2-16 Sintesis de proteinas integrales de membrana. A, Al igual que una proteina secretada, la proteina de membrana puede tener una secuencia
sefal que puede escindirse. Ademas, tiene una secuencia de finalizacion de la transferencia que permanece en la membrana como un segmento trans-
membrana. B, La proteina emergente carece de secuencia senal, pero en su lugar tiene una secuencia interna de inicio de la transferencia, una secuencia
bifuncional que actuia tanto como secuencia sefal de unién a SRP como segmento transmembrana hidréfobo. En este ejemplo, la regién con carga positiva
que flanguea la secuencia interna de inicio de la transferencia esté en el extremo carboxilo (C) terminal de la secuencia interna de inicio de la transferencia.
Por tanto, el extremo C-terminal esté en el citoplasma. C, El ejemplo es similar al de B, salvo porque la region con carga positiva que flanquea la secuencia
interna de inicio de la transferencia esté en el extremo amino (N) terminal de dicha secuencia. D, El péptido emergente tiene secuencias de inicio y de

finalizacion de la transferencia alternantes.
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aparecen en la estructura primaria de una proteina de membrana
determina totalmente como se dispondra la proteina en la mem-
brana donde se sitte finalmente.

Las proteinas secretadas y de membrana recién
sintetizadas experimentan modificacion postraduccional
y plegado en la luz del RE rugoso

A medida que la proteina secretada o de membrana recién sinte-
tizada sale del tunel del translocén y entra en la luz del RE rugoso
puede ser objeto de varias modificaciones postraduccionales
que la ayudan a adquirir su conformaciéon madura. La primera
modificacién, como se comenté anteriormente, es la escisién de
la secuencia sefial (si esta presente) y se realiza muy pronto, des-
pués de que la secuencia sefial haya completado su translocacién.
Otras modificaciones covalentes que se producen a medida que
continua la translocacion son la glucosilacion y la formacion de
enlaces disulfuro intramoleculares. En este contexto, la gluco-
silacion es el acoplamiento enzimético en bloque de cadenas
de oligosacaridos ramificados preensambladas, que contienen
14 moléculas de aztcar (fig. 2-17A), a residuos asparagina que
aparecen en la secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (X puede ser
cualquier aminodcido excepto la prolina). Estos aziicares con
enlace N (N representa a la asparagina en el codigo de una sola
letra de los aminoécidos) se modificardn ain més cuando la
proteina pase a través de otros compartimentos de los organulos.
La adicion de grupos aztcar a las proteinas puede desempenar
numerosas funciones, como el aumento de la estabilidad de la
proteina y proporcionarla propiedades especificas antigénicas,
adhesivas o de receptor.

La formacion de enlaces disulfuro esta catalizada por la proteina
disulfuro isomerasa, una enzima que estd retenida en la luz del
RE mediante interacciones no covalentes con proteinas de mem-
brana del RE. Dado que el citoplasma es un entorno reductor, los
enlaces disulfuro solo se pueden formar entre proteinas o dominios
proteicos que se han sacado del compartimento citosélico mediante
translocacion al interior del RE. En la luz del RE rugoso también
se producen otras modificaciones mas especializadas. Por ejemplo,
el RE contiene las enzimas responsables de la hidroxilacion de los

A GLUCOSILACION CON ENLACE N

[ —

Ribosoma

Citosol

polipeptidica
en crecimiento

residuos de prolina que estan presentes en las cadenas de colageno
recién sintetizadas.

El RE también cataliza la formacién de enlaces GPI en las
proteinas de membrana (v. fig. 2-17B). Las proteinas con enlace
GPI se sintetizan como polipéptidos transmembrana, con una
region transmembrana tipica. Sin embargo, poco después de su
traduccion, sus dominios orientados hacia la luz se escinden de
los segmentos transmembrana y se transfieren covalentemente al
fosfolipido GPI. Conservan esta estructura y orientaciéon durante
el resto de su transporte hasta la superficie celular. Un defecto de
la sintesis de proteinas con enlace GPI es la causa de la enferme-
dad humana denominada hemoglobinuria paroxistica nocturna
(cuadro 2-1).

Es probable que el proceso madurativo mas importante de
una cadena naciente que salga a la luz del RE sea la adquisicion
de la estructura terciaria. El plegamiento de una proteina de
membrana o secretada se determina durante e inmediatamente
después de su translocacion cotraduccional. La progresién del
plegado de una proteina influye en (y estd influida por) la adiciéon
de los residuos de aztcar y en la formacion de puentes disulfuro.
Las proteinas se pliegan en conformaciones que minimizan sus
energias libres globales. Sus superficies extramembranosas estan
compuestas por residuos hidréfilos que interactian ficilmente
con el disolvente acuoso. Los residuos hidréfobos estdn ocultos en
dominios globulares internos donde pueden aislarse eficazmente
del contacto con el agua o con moléculas cargadas. Si se deja a
sus propios medios, una hebra lineal de una proteina desnatura-
lizada se plegard espontdneamente para formar una estructura
que refleje estas consideraciones termodindmicas. Por tanto, el
plegado proteico no requiere catalisis y se puede producir sin
ayuda de ninguna maquinaria celular. Sin embargo, la célula
no permite que el plegado de las proteinas se realice de forma
aleatoria y, en su lugar, organiza el proceso mediante las acciones
de las chaperonas moleculares.

Las chaperonas o carabinas moleculares constituyen una
amplia clase de proteinas hidrolizadoras de ATP que parecen
participar en una gran variedad de fenomenos de plegado de
polipéptidos, como el plegado inicial de las proteinas recién sin-
tetizadas, asi como el replegado de las proteinas cuyas estructuras
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Figura 2-17 Modificaciones postraduccionales de las proteinas integrales de membrana. A, Una enzima de la luz del RE une una cadena de oligosacérido
ramificada y preensamblada a un residuo de asparagina (Asn o N) en la proteina naciente. B, Una enzima de la luz del RE escinde la proteina y acopla el
nuevo grupo carboxilo terminal de la proteina al grupo amino terminal de la molécula de GPI.

booksmedicos.org



© Elsevier. Fotocopiar sin autorizacion es un delito.

booksmedicos.org

CAPITULO 2 * Organizacion funcional de la célula 33

CUADRO 2-1 Hemoglobinuria paroxistica nocturna

La lista de las proteinas integradas en la membrana plasmética
mediante un enlace GPI es bastante larga y no cesa de aumen-
tar. En los eritrocitos, el conjunto de proteinas con enlace GPI
incluye dos polipéptidos, el factor acelerador de la degradacion
(DAF) y CD59, que ayudan a proteger a los eritrocitos de su dano
accidental por los constituyentes del sistema inmunitario. Uno
de los mecanismos que el sistema inmunitario utiliza para que
el cuerpo elimine las bacterias invasoras implica la activacién de
la cascada del complemento. El complemento es un conjunto
complejo de proteinas que circulan en el plasma sanguineo. El
sistema del complemento reconoce anticuerpos que estan unidos
a la superficie de una bacteria o polisacaridos de la membrana
bacteriana. Este reconocimiento inicia una cascada de escisiones
enzimaticas que provoca el ensamblaje de un subgrupo de pro-
teinas del complemento para formar el complejo de ataque a la
membrana, que se inserta en la membrana del microorganismo
diana y forma un poro amplio que permite la entrada masiva
de agua (v. pags. 109-110). La bacteria diana se hincha y sufre
una lisis osmotica. Por desgracia, la eficacia letal del sistema
del complemento es mucho mayor que su capacidad para dis-
criminar entre los verdaderos objetivos y las células normales
del huésped. Por consiguiente, casi todos los tipos de células
del organismo cuentan con proteinas de superficie que protegen
contra un ataque inadecuado del complemento.

DAF y CD59 son dos de estas proteinas que interfieren con
distintas etapas de la via de activacion del complemento. Dado
que los enlaces a GPI acoplan ambas a la membrana, cualquier
disfuncion de las enzimas que participan en la transferencia de
proteinas unidas a GPI desde sus precursores transmembrana a sus
colas de GPI en el RE interferiria con el transporte de DAF y CD59 a
sus sitios de ubicacion funcional en la superficie celular. Una de las
proteinas que participa en la sintesis del anclaje GPI es una azucar
transferasa codificada por el gen del fosfatidilinositol glucano de
clase A (PIG-A). Este gen esta localizado en el cromosoma X. Dado
que cada célula tiene una Unica copia funcional del cromosoma X

(aunque las células femeninas son genéticamente XX, uno de los
dos cromosomas X se inactiva en cada célula), si se produce una
mutacién espontanea en el gen P/G-A en una célula particular, esa
célula y toda su descendencia perderan la capacidad de sintetizar
proteinas con enlace GPI.

En la hemoglobinuria paroxistica nocturna (es decir, la apari-
cién de hemoglobina en la orina durante la noche, de forma subita)
se produce una mutacién espontanea en el gen P/G-A en una Unica
de las muchas células precursoras que dan lugar a los eritrocitos. Por
tanto, todos los eritrocitos que surgen de este precursor particular
presentan una deficiencia de la sintesis de proteinas con enlace
GPI. Por consiguiente, estas células no expresan DAF ni CD59 y son
susceptibles al ataque vy lisis por el complemento. Por razones que
se desconocen en su mayor parte, el sistema del complemento es
ligeramente mas activo durante el sueno, por lo que la hemolisis (la
lisis de los eritrocitos) es méas frecuente durante la noche en estos
pacientes. Parte de la hemoglobina liberada por esta lisis se excreta
en la orina.

Debido a que el producto del gen P/G-A es necesario para la
sintesis de todas las proteinas con enlace GPI, las membranas
plasmaticas de los eritrocitos de los pacientes con hemoglobinuria
paroxistica nocturna carecen de varias proteinas diferentes que se
encuentran en la superficie de las membranas de los eritrocitos
de personas sanas. Sin embargo, la carencia de DAF y CD59 es lo
que vuelve a las células vulnerables a la destruccion mediada por
complemento y lo que provoca los sintomas de la enfermedad.
La hemoglobinuria paroxistica nocturna es una enfermedad poco
comun. Dado que se debe a una mutacién adquirida, es mucho
mas probable que ocurra en personas de mediana edad que en
nifos. Los pacientes con hemoglobinuria paroxistica nocturna
son propensos a desarrollar anemia y pueden sufrir trastornos
potencialmente mortales de la coagulacion y de la funcion de la
médula 6sea. Sin embargo, se trata de una enfermedad crénica
y mas de la mitad de los pacientes sobreviven al menos 15 anos
después del diagnostico.

terciarias se han dainado por la exposicién a alta temperatura
(shock térmico) o a otras condiciones desnaturalizantes. Las
chaperonas se unen a cadenas proteicas no plegadas y las estabi-
lizan en una conformacién no plegada, lo que impide que se
plieguen de forma espontanea en una disposicién energéticamen-
te favorable pero sin utilidad bioldgica. Utilizando la energia
procedente de la hidrolisis del ATP, las chaperonas liberan secuen-
cialmente los dominios de las proteinas no plegadas, por lo que
las permiten plegarse de forma ordenada. Un exceso de proteinas
no plegadas o mal plegadas provoca estrés del RE, lo que desen-
cadena la respuesta a proteinas desplegadas. @) N2-8 Distintas
subclases de chaperonas estan presentes en varios compartimen-
tos celulares, como el citoplasma, la mitocondria y la luz del RE
rugoso. Las proteinas secretadas y de membrana recién sintetiza-
das interactuan con chaperonas del RE en cuanto salen del tunel
del translocon y después se liberan de las chaperonas para adop-
tar su estructura terciaria madura.

La adquisicion de la estructura terciaria se sigue con rapidez de
la adquisicion de la estructura cuaternaria. Como se ha indicado
previamente en este capitulo, muchas proteinas de membrana se
ensamblan en complejos oligoméricos en los que varios polipép-
tidos idénticos o distintos interactuan entre si para formar una
estructura macromolecular. El ensamblaje de estos multimeros
suele producirse en el RE. Se desconoce si el proceso de ensam-

blaje oligomérico se produce de forma totalmente espontdnea o
si, como el plegado, estd orquestado por mecanismos celulares
especializados. Las células realizan un gran esfuerzo para garan-
tizar que las proteinas insertadas en su RE o en sus membranas se
plieguen y se oligomericen apropiadamente antes de permitirlas
continuar con su procesamiento postsintético. Como se describe
mas adelante, las proteinas destinadas a su secrecion por la célula
o0 a permanecer en las membranas plasmaticas o de los organulos
salen del RE para continuar su procesamiento en los acamulos
membranosos del aparato de Golgi. Esta salida depende total-
mente de que culminen con éxito las operaciones de plegado y
ensamblaje de la proteina.

Las proteinas mal plegadas o no ensambladas permanecen en
el RE y acaban por degradarse. Las proteinas chaperonas del RE
desempenan un papel crucial a la hora de identificar las proteinas
con estructuras terciarias o cuaternarias incorrectas y de evitar
activamente su salida al aparato de Golgi. Las proteinas que no se
han plegado o ensamblado correctamente se destruyen mediante
un proceso denominado degradacion asociada al reticulo endoplas-
mico o ERAD (de endoplasmic reticulum-associated degradation).
La adicion covalente secuencial de mondmeros de ubicuitina da
lugar a la formacion de un polimero de ubicuitina de cadena rami-
ficada que marca estas proteinas para su destruccion. La ubicuitina
es una proteina pequefia de 76 residuos de aminodcidos. El proceso
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N2-8 Respuesta a proteinas desplegadas

Colaboracién de D. Narayan Rao

En respuesta al estrés del RE debido a la acumulacién de protei-
nas desplegadas en su luz, la respuesta a proteinas desplegadas
(URPR de unfolded protein response) actla para restablecer la
homeostasis del RE. La activacién de la URP tiene tres mecanis-
mos individuales que operan en paralelo:

1. Control por retroalimentacion: regulacion de la velocidad
de sintesis de proteinas mediante la interrupcion temporal
de la traduccién proteica.

2. Regulacion del destino celular: reconociendo y eliminando
las proteinas mal plegadas.

3. Respuesta adaptativa: aumentando la produccién de
chaperonas moleculares implicadas en el plegamiento de
proteinas.
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denominado retrotranslocacién elimina las proteinas marcadas
por la ubicuitina de la membrana del RE y un gran complejo cito-
plasmico de enzimas proteoliticas (el proteosoma) degrada las
proteinas ubicuitinadas.

Las proteinas secretadas y de membrana
siguen la via secretora a traves de la célula

EI RE rugoso es el punto de origen comun para las proteinas secre-
tadas y de membrana de la célula. La mayoria de estas proteinas
no quedan retenidas en el RE rugoso, sino que salen para ser dis-
tribuidas a sus sitios de localizacion funcional definitiva en la célula.
Aligual que sucede con su llegada al RE, la salida de estas proteinas
es un proceso organizado de forma muy estricta. De hecho, el RE
rugoso es la primera estacion a lo largo de la via secretora, que es la
ruta seguida (al menos en parte) por todas las proteinas secretadas
y de membrana al mismo tiempo que sufren sus modificaciones
postraduccionales (fig. 2-18).

La via secretada se dilucid6 en la década de 1960, sobre todo
en el laboratorio de George Palade. Por esta contribucion, Pala-
de recibi6 en 1975 el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina.
@) N2-9 Este trabajo también aproveché las propiedades tnicas
de las células acinares pancredticas para clarificar las caracteris-
ticas centrales de la biogénesis de las proteinas secretadas. Debi-
do a que alrededor del 95% de las proteinas que se sintetizan por
las células acinares pancredticas son enzimas digestivas destinadas
a la secrecion (v. pag. 882), cuando se suministran aminodcidos
marcados radiactivamente a estas células la mayoria de estas
moléculas marcadoras se incorporan en polipéptidos secretados.
En un plazo de pocos minutos después de la adicion del marcador,
la mayor parte de este se asocia con una subregion especializada
del RE rugoso. Estos sdculos de membrana, denominados zonas

Vesiculas <[

transportadoras

Vesicula — 1
secretora
constitutiva

Proteina integral
de membrana

transicionales, estdn repletos de ribosomas en una superficie y
son lisos en la cara opuesta (v. fig. 2-18). La cara lisa se apoya
directamente en un polo de las membranas apiladas (o cisternas)
del aparato de Golgi. El estrecho espacio de citoplasma que
separa esta zona transicional del Golgi en si esta repleto de vesi-
culas de transporte de superficie lisa. Estas vesiculas se despren-
den de la zona transicional y se fusionan con una cisterna del
Golgi. Desde esta primera cisterna del Golgi, denominada cis, las
vesiculas de transporte llevan las proteinas recién sintetizadas a
través de cada cisterna del Golgi de forma secuencial y vectorial,
de modo que al final llegan al sdculo en posiciéon mas trans del
Golgi. Por dltimo, las proteinas recién sintetizadas aparecen en
vesiculas secretoras (también denominadas granulos secretores
en muchos tejidos).

El transporte desde el RE rugoso hasta las vesiculas secretoras
tarda unos 45 minutos en las células acinares pancredticas y
requiere gasto de energia metabdlica. Cada célula eucaridtica
nucleada posee una via secretora que comparte este mismo esque-
ma general, aunque las caracteristicas especificas reflejan la fun-
cién particular de la célula. La via secretora de la célula acinar
pancredtica, por ejemplo, estd adaptada especificamente para
llevar a cabo la secrecion controlada de proteinas a través de la
denominada via regulada. En lugar de liberarse de la célula con-
tinuamente a medida que se producen, las proteinas secretadas
recién sintetizadas se mantienen en vesiculas secretoras especiali-
zadas que actian a modo de depdsito de almacenamiento intra-
celular. Este tipo de almacenamiento se produce en varias células,
incluidas las de los tejidos secretores endocrinos y exocrinos, y
las neuronas. Cuando las células reciben el mensaje adecuado, las
vesiculas de almacenamiento se fusionan con la membrana plas-
madtica, en ocasiones en una estructura especializada denomina-
da porosoma, en un proceso que recibe el nombre de exocitosis.

— RE rugoso

— Cis

Medial - Golgi

trans

Vesicula
secretora
regulada

Via constitutiva:
secrecion continua
y no regulada.

®
® _Proteinas secretadas<
Exocitosis

Via regulada: secrecion
dirigida por senales
hormonales o neurales.

Figura2-18 Via secretora. Después de su sintesis en el RE rugoso, las proteinas secretadas y de membrana destinadas a la membrana plasmatica pasan a
través de las cisternas del Golgi y de las vesiculas secretoras. En la via constitutiva las vesiculas se fusionan espontdneamente con la membrana plasmatica.
En la via regulada las vesiculas se fusionan solo cuando se activan por una sefal, como una hormona.
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N2-9 George Palade

Se puede consultar méas informaciéon sobre George Palade y los
trabajos por los que recibié el Premio Nobel en http://www.nobel.
se/medicine/laureates/1974/index.html (consultado en octubre
de 2014).
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@) N2-10 Las vesiculas a continuacion vierten su contenido al
espacio extracelular. En el caso de las células acinares pancreati-
cas, las enzimas se secretan a los conductillos pancreaticos y
después viajan hasta el lugar donde se produce la digestion en el
duodeno (v. pag. 881).

Sin embargo, la mayoria de los tipos celulares transportan las
proteinas secretadas y de membrana recién sintetizadas a la super-
ficie celular de un modo continuo y no regulado, denominado via
constitutiva. Las células especializadas que tienen la capacidad
de un transporte regulado también envian un subgrupo de sus
productos sintéticos proteicos secretados y de membrana a la super-
ficie celular de forma constitutiva. Las vias secretoras regulada y
constitutiva son idénticas, salvo por la etapa final del aparato de
Golgi. En este punto, las proteinas «reguladas» se dirigen a las
vesiculas secretoras especializadas descritas en el apartado previo.
Las proteinas «constitutivas», en la cisterna mas trans del aparato
de Golgi se disponen en otras vesiculas secretoras, que se dirigen
directamente a la superficie celular. Alli, las proteinas de mem-
brana constitutivas pasan directamente a la membrana plasmatica
y las proteinas secretadas constitutivas salen inmediatamente por
exocitosis.

En este apartado se han presentado las generalidades de la via
secretora. En los apartados siguientes se describen los detalles de
como las proteinas recién sintetizadas discurren entre los compar-
timentos de los organulos de la via secretora, cdmo las proteinas
se procesan durante este transito y como se distribuyen a su des-
tino final.

Las vesiculas de transporte controlan el trafico
entre los organulos de la via secretora

Tal y como sugiere el apartado anterior, la via secretora no es un
unico recorrido suave y continuo, sino una serie de translocaciones
saltatorias de un compartimento de un organulo individual al
siguiente. Cada uno de estos pasos requiere cierta planificacion para
asegurar que las proteinas recién sintetizadas llegan a su siguiente
destino.

La célula soluciona el problema de transportar las proteinas
recién sintetizadas entre organulos membranosos utilizando vesi-
culas de transporte rodeadas por membrana (o transportadores
vesiculares). Cada vez que las proteinas tienen que transportarse
de un compartimento al siguiente se reiinen en o debajo de regio-
nes especializadas de la membrana que posteriormente se evagi-
nan o se desprenden para producir una vesicula de transporte
(v. fig. 2-18). Las proteinas secretadas se sitiian en la luz de la
vesicula de transporte, mientras que las proteinas de membrana
se distribuyen en la propia bicapa que encapsula la vesicula.
Cuando llega al destino apropiado, la vesicula de transporte se
fusiona con la membrana del orgdnulo receptor, de modo que
entrega su contenido de proteinas solubles a la luz del organulo y
su carga de proteinas de membrana a la propia membrana del
organulo. Las vesiculas de transporte median el transporte de
proteinas secretadas y de membrana a través del espacio exis-
tente entre la zona de transicién del RE y la cisterna cis del Golgi,
y también entre los bordes de las propias cisternas del aparato de
Golgi. A menudo hay elementos del citoesqueleto y motores
moleculares que ayudan al desplazamiento entre un comparti-
mento vesicular y el siguiente. €Y N2-4

Hay que puntualizar algunos aspectos fundamentales. En primer
lugar, durante la formacion, el transito y la fusion de una ve-
sicula de transporte, no se produce una mezcla entre la luz de la
vesicula y el citosol. Este principio se aplica tanto a la membrana
como a las proteinas contenidas en la vesicula de transporte, que
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se insertaron en la membrana del RE rugoso con una topologia
determinada. Los dominios de una proteina de membrana que
estdn expuestos al citosol en el RE rugoso siguen expuestos al
citosol a medida que la proteina completa su viaje a través de la
via secretora.

En segundo lugar, el flujo de las membranas vesiculares no
es unidireccional. La velocidad de sintesis de nuevos lipidos
y proteinas de membrana en el RE es menor que la velocidad
a la que las vesiculas de transporte se disgregan del RE al que
estan unidas para dirigirse al Golgi. Debido a que los tamafios
del RE y del aparato de Golgi son relativamente constantes, la
membrana que pasa al aparato de Golgi a través de vesiculas
de transporte debe regresar al RE. Este retorno se realiza de
nuevo por vesiculas de transporte. Cada paso individual de la
via secretora debe mantener un flujo retréogrado de membrana
mediado por vesiculas desde el compartimento receptor al
donante de modo que cada compartimento pueda mantener
un tamafio constante.

Por ultimo, ya se ha sefialado que cada orgéanulo situado a lo
largo de la via secretora posee un conjunto especifico de proteinas
de membrana «residentes» que determina las propiedades del
organulo. A pesar del rapido flujo anterégrado y retrégrado de
las vesiculas de transporte entre los destinos sucesivos de la via
secretora, las proteinas de membrana residentes no se ven arras-
tradas por la corriente. O bien se retienen activamente en las mem-
branas de sus orgédnulos originarios o se recuperan activamente
por las vesiculas de transporte «retrégradas» que regresan. Por
tanto, el tamafo y la composicién de cada uno de los organulos
de la via secretora permanecen esencialmente constantes a pesar
del rapido flujo de proteinas recién sintetizadas que se produce
continuamente.

Complejos de proteinas especializadas,
como la clatrina y los coatomeros, median la formacion
y fusion de vesiculas en la via secretora

La formacion de una vesicula por evaginacion parece ser geo-
métricamente indistinguible de su fusién con una membrana de
destino. En ambos casos, una vista transversal de microscopia
electronica muestra un perfil en «omega», que se denomina asi
porque la vesicula mantiene una estrecha apertura hacia la luz
del organulo parecida a la forma de la letra griega omega (Q). Sin
embargo, surgen varios problemas durante la formacion y fusion
de vesiculas de membrana.

Formacion de vesiculas en la via secretora Para formar una
vesicula esférica a partir de una membrana plana, el mecanismo que
extrae la vesicula desde la membrana mas grande debe fijarse a la
membrana en toda la superficie de la vesicula naciente. El mecanis-
mo encargado de esto utiliza un andamio constituido por proteinas
de revestimiento. La célula tiene al menos dos y probablemente mas
variedades de proteinas de revestimiento. La mejor caracterizada
de ellas es la clatrina, que interviene en la formacion de vesiculas
secretoras a partir del polo trans del Golgi. La clatrina también
media la internalizacién de la membrana a partir de la superficie
celular durante el proceso de endocitosis, que es el inverso de la
exocitosis. Otra proteina de revestimiento principal que interviene
en el transporte de vesiculas entre el RE y el Golgi, y entre las cis-
ternas del aparato de Golgi, es un complejo proteico denominado
coatomero. Ambas proteinas (coatomero y clatrina) forman los
bordes de un entramado parecido a una jaula.

En el caso de la clatrina, las proteinas de revestimiento se
preensamblan en el citoplasma para formar «trisqueles» con tres
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Colaboracién de Bhanu P. Jena

Los porosomas son la maquinaria secretora universal de las células.
En la Ultima década, esta estructura celular recién descubierta en la
membrana plasmatica celular, que mide tan solo unos pocos nané-
metros, ha proporcionado un conocimiento molecular del proceso
secretor en las células. Los porosomas son estructuras lipoproteicas
supramoleculares situadas en la membrana plasmatica celular, donde
las vesiculas secretoras unidas a membrana se acoplan transitoria-
mente y se fusionan para liberar el contenido intravesicular al exterior
durante la secrecion celular. El tamano del orificio de la apertura del
porosoma hacia el exterior varia de 150 nm de didametro en las células
acinares del pancreas exocrino a 12 nm en las neuronas. El orificio
se dilata durante la secrecion celular, retornando a su tamano de
reposo tras la finalizacion del proceso (eFig. 2-2).

En la dltima década se ha dilucidado la composicién del porosoma,
asi como su estructura y su dindmica con una resolucion nanométrica
y en tiempo real. Ademas, se ha logrado su reconstitucién funcional
en membranas lipidicas artificiales. Diversos experimentos también
han demostrado el mecanismo molecular de la fusién de vesiculas
secretoras a la base del porosoma, asi como la dilatacion de la vesi-
cula secretora que permite la expulsién del contenido intravesicular.
Ha quedado claro que las vesiculas secretoras se acoplan transi-
toriamente, se fusionan, expulsan parcialmente su contenido y se
disocian (proceso que permite que se produzcan multiples ciclos de

acoplamiento-fusion-expulsion-disociacion). Ademas, se ha determi-
nado que la dilatacion de las vesiculas secretoras es necesaria para
la expulsién del contenido intravesicular durante la secrecion celular
y el grado de dilataciéon es directamente proporcional a la cantidad
de contenido vesicular expulsado. Estos hallazgos han motivado
un cambio de paradigma en nuestra comprensién de la secrecion
celular, que ha permitido resolver el antiguo enigma que rodeaba la
generacion de vesiculas parcialmente vacias que se observaban en
las micrografias electrénicas después de la secrecion celular.
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N2-10 El porosoma (cont.)

eFigura2-2 Porosoma: el portal secretor en las células de mamiferos. A, Fotografia de alta resoluciéon de microscopia de fuerza atémica que muestra
una depresion Unica con cuatro porosomas de 100-180 nm en su interior (punta de flecha azul) en la membrana plasmatica apical en una célula acinar
pancreéatica. B, Micrografia electrénica que muestra un porosoma (punta de flecha azul) cerca de una microvellosidad (MV) en la membrana plasmaética
(MP) apical de una célula acinar pancreatica. Obsérvese la asociacion de la membrana del porosoma (punta de flecha amarilla) y la membrana de un
granulo de cimégeno (MGC; punta de flecha roja) de un granulo de cimdgeno acoplado (GC; recuadro). Seccién transversal de un complejo circular
en el orificio del porosoma (punta de flecha azul). MPO, membrana del porosoma. C, Esquema de las depresiones (flecha amarilla) y los porosomas
(flecha azul) en la MP. Los GC son vesiculas secretoras de las células acinares del pancreas exocrino que se acoplan y fusionan transitoriamente en la
base del porosoma para expulsar los contenidos intravesiculares durante la secrecién. D, Varios porosomas de una depresion mostrados a los 0, 5y
30 minutos (de izquierda a derecha) tras la estimulacién de la secrecion. Andlisis seccional a través de tres porosomas. La punta de flecha azul senala
un porosoma. Obsérvese la dilatacion del porosoma a los 5 minutos y su regreso casi al tamano de reposo a los 30 minutos de la estimulacién de
la secrecion. E, Porcentaje de la liberacion de amilasa celular total en presencia (barras amarillas) y ausencia (barras azules) del secretagogo Mas7.
Obsérvese el incremento del didametro del porosoma en D, que se correlaciona con un aumento de la liberacién de amilasa celular total a los 5 minutos
después de la estimulacién de la secrecion. A los 30 minutos de un estimulo secretor se produce una disminucién del didmetro (D) del porosoma'y la
secrecion de amilasa no se incrementa mas pasados 5 minutos. No se observé ninglin cambio significativo de la secrecion de amilasa ni del didmetro
del porosoma en las células control ni en presencia ni en ausencia del analogo no estimulador mastoparan (Mas17). F, Micrografia electronica de un
porosoma (puntas de flecha azules) en la terminacion nerviosa asociada con una vesicula sindptica (VS) en la membrana presindptica (Mpre-S). Obsér
vese la estructura central similar a un tapon en la abertura del porosoma neuronal. Mpost-S, membrana postsinaptica G, Fotografia de microscopia de
fuerza atéomica de un porosoma neuronal en un tampoén fisiolégico que también muestra el tapédn central (punta de flecha azul) en su abertura. El tapon
central en el complejo del porosoma neuronal podria regular con rapidez la conformacion cerrado-abierto durante la liberacion de neurotransmisor. El
porosoma neuronal es un orden de magnitud menor (10-15 nm) que el porosoma del pancreas exocrino (100-180 nm). Obsérvense el tapdn central y
ocho crestas interconectadas en el complejo del porosoma. H, Mapas de densidad electrénica de micrografias electronicas con tincién negativa de un
complejo proteico del porosoma neuronal aislado. Obsérvese que el complejo tiene alrededor de 12 nm, presenta un perfil circular y tiene un tapon
central, con ocho densidades proteicas interconectadas en el borde del complejo. Barra = 5 nm. |, Fotografia de microscopia de fuerza atdomica de una
depresién y tres porosomas en su interior (uno indicado por la punta de flecha azul) en una célula acinar pancreética y la inmunolocalizacién especifica
de amilasa marcada en oro (puntos amarillos) que demuestran la secrecién de amilasa a través de la estructura. J, Micrografia electréonica de un
complejo de porosoma aislado a partir de una célula acinar pancreética reconstituido en un liposoma. Obsérvese la morfologia similar a una cesta en
forma de copa del complejo del porosoma reconstituido en una vesicula lipidica de 500 nm. Barra = 100 nm. K, El complejo del porosoma reconstituido
en una bicapa lipidica es funcional. La imagen superior muestra un esquema de la configuracion EPC 9 para realizar mediciones electrofisiolégicas.
GC aislados anadidos al compartimento cis de la cdmara con la bicapa se acoplan y se fusionan con los porosomas reconstituidos en la bicapa y se
detectan como un incremento de la capacitancia y como una liberacion concomitante dependiente del tiempo de amilasa al compartimento trans de
la camara bicapa, determinada mediante andlisis de tipo Western blot. (De Jena BP: Functional organization of the porosome complex and associated
structures facilitating cellular secretion. Physiology 24:367-376, 2009.)
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A FORMACION DE VESICULAS REVESTIDAS DE CLATRINA
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Figura 2-19 Formacién y fusion de vesiculas. A, La clatrina media la formacién de las vesiculas secretoras que se desprenden del extremo trans del Golgi,
asi como la internalizacion de la membrana a partir de la superficie celular durante el proceso de endocitosis. B, Un complejo de proteinas forma un puente
entre la vesicula y las membranas de destino. EI ATP proporciona la energia para la fusion. La proteina Rab parece ser un interruptor molecular.

brazos (fig. 2-19A). Un trisquel no es plano, sino que se parece a
los tres bordes adyacentes de un tetraedro. Cuando los trisqueles
se unen entre si producen una estructura tridimensional parecida
a una cdpula geodésica con una forma casi esférica. Un trisquel
constituye cada vértice del entramado de hexagonos y pentagonos
que forman la cupula.

Los trisqueles de clatrina se fijan indirectamente a la superficie
de la membrana que se va a escindir uniéndose a las colas cito-
solicas de las proteinas de membrana. Este enlace estd mediado
por proteinas adaptadoras, denominadas adaptinas, que unen
las colas de la proteina de membrana al andamio de trisqueles.
La especificidad para proteinas de membrana particulares parece
deberse a adaptinas especializadas. Los trisqueles se ensamblan
espontdneamente para formar una jaula que se une a la membrana
subyacente y tracciona de ella en una configuracion esférica. La
finalizacion de la jaula se produce simultdneamente con la dis-
gregacion de la membrana evaginada desde la superficie plana,
formando una esfera cerrada.

El proceso de disgregacion, o fisién, implica la accién de una
proteina de unién a GTP, denominada dinamina, que forma un
collar alrededor del cuello de la vesicula en formacion e inter-
viene en la seccion del cuello. El proceso de fision debe incluir
un elemento intermedio parecido a la estructura representada
en la figura 2-19A. Segun la opinién generalizada, cada una de
las monocapas de lipidos de membrana orientadas hacia la luz
se fusiona, dejando solo las monocapas citopldsmicas para for-
mar un puente continuo desde la vesicula a la membrana do-
nante. A continuacion, este puente se rompe y la fisiéon se com-
pleta.

Una vez formada, la vesicula revestida de clatrina no se puede
fusionar con su membrana de destino hasta que pierda su reves-
timiento, que impide que las dos membranas establezcan el estrecho
contacto necesario para permitir la fusion. Dado que la formacion
de la jaula de clatrina es espontanea y energéticamente favorable,
la disolucion de la jaula requiere energia. La eliminacion del reves-
timiento se realiza por una clase especial de enzimas citoplasmicas
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que hidrolizan ATP y usan la energia liberada de este modo para
desensamblar el andamio (v. fig. 2-19A).

La funcién de los coatémeros es similar a la de la clatrina por-
que dichos coatémeros forman una jaula alrededor de una mem-
brana en gemacién. Sin embargo los revestimientos de coatémeros
difieren de las jaulas de clatrina en varios aspectos. En primer
lugar, los revestimientos de coatdmeros estan compuestos por
varias proteinas coatomero (COP, de coatamer proteins), una de
las cuales esta relacionada con las adaptinas. En segundo lugar, a
diferencia del ensamblaje espontaneo de los trisqueles de clatrina,
el ensamblaje de la cubierta de coatdmeros alrededor de la vesicula
en gemacion requiere ATP. En tercer lugar, una vesicula recubierta
de coatomero conserva su revestimiento hasta que se acopla con
su membrana de destino.

Fusion de vesiculas en la via secretora La fusion de mem-
branas se produce cuando los centros hidréfobos de dos bi-
capas contactan entre si, proceso que requiere que las dos
membranas contacten estrechamente. Dado que las monocapas
citoplasmicas de la mayoria de las membranas celulares estdn
compuestas predominantemente por fosfolipidos con carga
negativa, la repulsion electroestdtica impide que este estre-
cho contacto ocurra de forma espontanea. Para superar esta
barrera de carga y ayudar a dirigir las vesiculas, un complejo
proteico multicomponente actda como un puente, uniendo las
proteinas de la membrana vesicular a las proteinas de mem-
brana en la bicapa de destino (v. fig. 2-19B). Los investigadores
han determinado los componentes de este complejo utilizando
tres métodos: estudios de las etapas de fusién de la membrana
implicados en el transporte vesicular entre cisternas sucesivas
del Golgi, analisis genético de la secrecion de proteinas en leva-
duras y diseccion molecular de las proteinas constituyentes de
las vesiculas sinapticas de terminaciones nerviosas. En todos
estos casos, las mismas proteinas son fundamentales para la
unién de las membranas donante y de destino entre si.

Los componentes centrales del puente son proteinas denomi-
nadas SNARE (llamadas asi porque actiian como receptores de
las proteinas SNAP que se describen en el apartado siguiente).
Existen SNARE tanto en la membrana vesicular (v-SNARE) como
en la membrana del organulo de destino (t-SNARE). Miem-
bros tipicos de la familia SNARE son los que participan en la
fusion de las vesiculas sindpticas que contienen neurotrans-
misores con la membrana plasmatica de los axones de las neuro-
nas (v. pags. 219-221). En ese ejemplo, la proteina v-SNARE se
denomina sinaptobrevina y las proteinas denominadas sintaxina
y SNAP-25 (proteina de 25 kDa asociada a sinaptosoma) actan
juntas como t-SNARE. Las proteinas t-SNARE y v-SNARE se
unen entre si muy estrechamente, ejerciendo una traccién que
aproxima las membranas vesicular y de destino. Esta proximidad
por si sola puede ser suficiente para iniciar la fusion, aunque este
aspecto sigue siendo controvertido. En las células que emplean
una fusién de membranas rdpida y estrictamente regulada, como
las neuronas, la proteina sinaptotagmina, que se asocia con el
complejo de fusion SNARE, detecta un aumento de la concen-
tracion citoplasmica de Ca*" y desencadena la fusién (v. pags. 219-
221). Aunque las caracteristicas del propio proceso de fusién
siguen sin conocerse con detalle, han surgido pistas sobre su
regulacion. La fusidn requiere la participacion de una clase de pro-
teinas pequeiias de unién a GTP, denominadas Rabs. Las proteinas
Rabs parecen actuar como interruptores moleculares que se unen
al complejo de fusion SNARE cuando estan unidas a GTP, pero
se disocian del complejo después de hidrolizar el GTP a GDP.
La proteina Rab-GTP parece desempenar un papel crucial en la
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regulacion de la actividad del complejo de fusion. Existen nume-
rosas isoformas de Rab, cada una asociada con un compartimento
vesicular diferente y con una etapa distinta de translocacion entre
membranas.

Una vez que se produce la fusion, la primera vesicula suele
perder su forma esférica rapidamente a medida que se incorpora
en la membrana de destino. Este «aplanamiento» se debe a la
tension superficial, ya que el estrecho radio de curvatura que
requiere una vesicula esférica pequena es energéticamente des-
favorable. Tras la fusién, también es necesario desensamblar el
complejo v-SNARE/t-SNARE para que sus componentes puedan
reutilizarse en procesos de fusion posteriores. El paso de diso-
ciacion implica la actividad de dos componentes adicionales que
participan en el complejo SNARE. El primero es una enzima que hi-
droliza ATP; dado que se inhibe por el agente alquilante N-etil-
maleimida (NEM) fue denominada factor sensible a NEM (NSF).
Las proteinas de fijacién al NSF soluble (las SNAP mencionadas
previamente), que dirigen el NSF al complejo SNARE, son el
segundo. La hidrolisis de ATP por el NSF provoca la disociacion
del complejo SNARE, lo que regenera la maquinaria de fusion.
Se encuentran homologos de las proteinas t-SNARE y v-SNARE
neuronales en casi todos los tipos de células del organismo y
se cree que participan en la mayoria o en todos los procesos de
fusion de membranas.

Las proteinas secretadas y de membrana recién
sintetizadas se procesan durante su paso por la via
secretora

Mientras estdn en el RE rugoso, las proteinas secretadas y de mem-
brana recién sintetizadas son objeto de las primeras de una serie de
modificaciones postraduccionales (v. pags. 32-34), como glucosila-
cion, formacion de enlaces disulfuro y adquisicion de la estructura
terciaria. Cuando pasan a la cisterna cis del aparato de Golgi, estas
proteinas comienzan una nueva etapa de su maduracién postsin-
tética. Para muchas proteinas el subproducto mds visible de esta
segunda fase es la remodelacion completa de sus cadenas de azdcar
con enlace N, unidas originariamente en el RE rugoso.

De los 14 residuos de azucar transferidos en bloque a las pro-
teinas recién sintetizadas durante la glucosilacion con enlace N
(v. pag. 32), nueve son manosa y tres son glucosa (fig. 2-20A). Las
enzimas denominadas glucosidasas y otra denominada manosidasa
se asocian con la cara luminal del RE y eliminan los tres residuos
de glucosa y uno de manosa. Este proceso de escisién es un paso
crucial en el proceso de control de calidad mediante el cual la célula
determina si una proteina estd correctamente plegada y lista para
pasar a etapas subsiguientes de la via secretora. Una enzima deno-
minada uridina difosfato (UDP)-glucosa glucoproteina glucosil-
transferasa (UGGT) inspecciona las proteinas en la luz del RE. Si
no estan debidamente plegadas, la UGGT afiade un unico residuo
de glucosa a la ramificacion de azucar escindida. Las proteinas que
presentan este tnico residuo de glucosa se unen a la calreticulina
o a la calnexina, proteinas chaperonas del RE que retienen las
proteinas mal plegadas hasta que se pliegan correctamente o se
destinan a su degradacion.

A medida que las proteinas llegan desde el RE, las manosidasas
del Golgi cis atacan las ramificaciones de azticar con enlace N,
escindiendo todos los residuos, excepto dos de N-acetilglucosamina
y cinco de manosa. Cuando las proteinas pasan desde la cisterna cis
del Golgi a la cisterna medial y al final a la cisterna trans del Golgi,
otra manosidasa elimina dos residuos adicionales de manosa y otras
enzimas ailaden azucares al tronco de la ramificacion original de
azucar en un proceso denominado glucosilacién compleja.
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A REMODELACION DE LOS AZUCARES CON ENLACE N
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Modificacion y ensamblaje de las cadenas de azlcar de las proteinas en el Golgi. A, Remodelacion de los aztcares con enlace N. B, Proteo-

glucanos. Un trisacérido une las cadenas de glucosaminoglucano a la proteina mediante el grupo —OH de un residuo de serina. El glucosaminoglucano esté
constituido por n unidades repetitivas de disacérido, una de las cuales es un aminoazucar.

La adicion de nuevos residuos de azucar se produce de uno
en uno y la realizan enzimas denominadas azucar transferasas
que estan orientadas hacia la luz de las cisternas del aparato de
Golgi. Cada aztcar se transporta desde el citoplasma a la luz del
aparato de Golgi por una proteina transportadora que tiene una
disposicién transmembrana en el aparato de Golgi. A lo largo de
todo el proceso de maduracidn, las cadenas de azucar con enla-
ce N estan siempre expuestas solamente a la cara luminal del
Golgi. @) N2-11

Cada cisterna del aparato de Golgi se caracteriza por un conjun-
to diferente de azucar transferasas y de transportadores de aztcar.
Por tanto, cada compartimento del Golgi cataliza un paso distinto
en la maduracion de las cadenas con enlace N. Por consiguiente,
la glucosilacién compleja contintia como una cadena de montaje
de una etapa de modificacion a la siguiente. Sin embargo, dado
que las proteinas tienen diferentes formas y tamafios, el grado en
el que una cadena de azucar de cualquier polipéptido determinado
accede a cada transferasa puede variar en gran medida. De este
modo, cada proteina surge de la cadena de montaje con su propio

patron de glucosilacion compleja. En la cisterna mas trans del
Golgi se encuentran las enzimas responsables de la adicion de
azucares terminales, que constituyen el extremo de la cadena con
enlace N. El tltimo residuo de estos aztcares terminales suele ser
el acido N-acetilneuraminico, denominado también acido sidlico.
A pH neutro, el 4cido sidlico tiene carga negativa. Por tanto, este
residuo de azucar dcido es responsable de la carga electrostatica
neta negativa que suelen tener las glucoproteinas.

La funcién del aparato de Golgi no se limita a la creacion de las
estructuras definitivas de las ramificaciones de azicares con enla-
ce N. También supervisa otras modificaciones postraduccionales,
como el ensamblaje de azucares con enlace O. Muchas proteinas
poseen cadenas de azticar con enlace O, que no se unen a resi-
duos de asparagina sino a grupos hidroxilo (por eso el prefijo O)
de residuos serina y treonina. Los azucares con enlace O no se
preensamblan para su transferencia en bloque del modo en el que
la ramificacion original de 14 azucares se afiade en el RE rugoso
en el caso de sus homologos con enlace N. En lugar de ello, las
azucar transferasas agregan los residuos de estos azucares con
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N2-11 Captacion de azucares
en el aparato de Golgi

Colaboracién de Michael Caplan

La union de una molécula de azucar a la cadena de azucares con
enlace N en crecimiento se produce en una serie de cuatro pasos:
Paso 1: en el citosol, el azicar se une covalentemente a un
nucleésido difosfato (UDP o GDP, dependiendo del azticar
que se va a transportar). El resultado de esta reaccién es
un azucar nucledsido difosfato (p. ej., UDP-galactosa).
(Una excepcion a esta regla es el acido sidlico, en el que
el azlcar se acopla a citidina monofosfato [CMP], un
nucleésido monofosfato, en lugar de difosfato).

Paso 2: una proteina transportadora de la membrana del
aparato de Golgi transporta el aztcar nucleésido difosfato
desde el citoplasma a la luz del aparato de Golgi.

Paso 3: las azucar transferasas utilizan el azdiicar nucledsido
difosfato (p. ej., UDP-galactosa) como sustrato
catalizando una reaccién que acopla el residuo de azlcar
(p. €]., galactosa) a la cadena con enlace N en crecimiento.
Como subproducto, esta reaccion genera un nucleésido
difosfato (p. ej., UDP), que luego se convierte en nucledsido
monofosfato (uridina monofosfato [UMP]) y fosfato
inorgénico.

Paso 4: la misma proteina transportadora que importa
el azlcar nucleésido difosfato (p. ej., UDP-galactosa)
exporta el nucledsido monofosfato (p. ej., UMP) que es el
subproducto de la reaccién previa de la transferasa. Dado
que la proteina transportadora importa simultdneamente
el azlcar nucledsido difosfato y exporta el nucledsido
monofosfato, esta proteina transportadora es un ejemplo
de intercambiador (v. pags. 123-125).
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enlace O de uno en uno igual que hacen las enzimas que participan
en la remodelacién de la glucosilacién compleja con enlace N.
Las cadenas con enlace O suelen presentar una gran cantidad de
residuos de acido sidlico con carga negativa.

Los proteoglucanos contienen un nimero muy grande de
una clase especial de cadenas de azucar con enlace O que son
extremadamente largas (v. fig. 2-20B). A diferencia de otros
azucares con enlace O que se unen al nicleo proteico mediante
una N-acetilglucosamina, la cadena de azucar de un proteo-
glucano se une mediante un «conector» de tres azucares que
contiene xilosa a un residuo de serina del esqueleto proteico. Una
o mas cadenas laterales de glucosaminoglucano se afiaden a este
conector, agregando los aztcares de uno en uno, para formar el
proteoglucano maduro.

A medida que las cadenas de azucar crecen, las enzimas pueden
afiadir grupos sulfato y aumentar considerablemente la cantidad
de carga negativa que presentan. Los proteoglucanos sulfatados,
que son proteinas secretadas, son componentes importantes de
la matriz extracelular y también son componentes del moco. En
las proteinas de membrana destinadas a la membrana plasmatica
también se pueden aiadir cadenas de proteoglucano. Los azticares
con carga negativa que se asocian con los grupos de glucosami-
noglucanos, que estan presentes tanto en el moco como en las
glucoproteinas de la superficie celular, pueden ayudar a formar
una barrera que protege las células de condiciones ambientales
adversas, como las que se encuentran en el interior del estdmago
(v. pag. 874). En la parte superior del tracto respiratorio el moco
ayuda a eliminar cuerpos extranos (v. pag. 597).

El precursor de la
hidrolasa lisosémica
entra en el Golgi

Se anade fosfato
y se forma
manosa-6-fosfato
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Las proteinas recién sintetizadas se clasifican
en la red de cisternas trans del Golgi

Desde su punto de origen comun en el RE rugoso, las proteinas de
membrana y secretadas recién sintetizadas deben distribuirse a una
gran variedad de destinos subcelulares diferentes. ; Como puede
la célula reconocer una proteina individual entre las multiples que
se insertan en el RE rugoso o en sus membranas y garantizar su
transporte a su localizacion funcional definitiva? Esta operacion
de clasificacion tiene dos prerrequisitos: 1) cada proteina que se
va a clasificar debe contar con algun tipo de direccién o «senal de
clasificacién» que indica su destino, y 2) la célula debe poseer una
maquinaria capaz de leer esta sefial de clasificacion y actuar en
funcién de la informacion que contiene.

Para muchas proteinas la clasificacion se produce en la red trans
del Golgi (RTG). La cisterna mds trans del aparato de Golgi es
morfologica y bioquimicamente distinta de las demas cisternas del
Golgi. Cuando se observa en seccion transversal aparece como una
red compleja de tubulos y vesiculas membranosos (fig. 2-21). Esta
estructura corresponde a la funcion aparente de la RTG como édrea
de almacenamiento temporal de la que parten vesiculas de trans-
porte que llevan cargamentos de proteinas especificas a alguna de
las numerosas localizaciones subcelulares diferentes.

La maquinaria de clasificacién en la RTG parece separar las
clases de proteinas (cada una con su destino especifico) en peque-
fos acimulos especificos. Cada acimulo se incorpora después a
una vesicula de transporte independiente, que se evagina de la
membrana de la RTG y media la etapa final de transporte. En el

A continuacion la MéP
se une al receptor de Transporte dependiente Una bomba de H
MéP en el Golgi y entra de receptor de la vesicula acidifica el lisosoma...
en una vesicula en desde el Golgi al endosoma
prelisosomico.

de M6P

la disociacion
de la M6P.

Q Eliminacion
del fosfato (P;)

Hidrolasa
del lisosoma
maduro

Revestimiento
de clatrina

ENDOSOMA TARDIO O
ENDOSOMA PRELISOSOMICO

Red cis cis Medial

kdei Golgi

/... y los receptores se vuelven
a reciclar al Golgi frans.

Los receptores de M6P se organizan
en una vesicula en gemacion. ..

Clasificacion de las enzimas lisosémicas.
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caso de las proteinas solubles este agrupamiento se realiza dentro
delaluz dela RTG. De hecho, esos grupos de proteinas solubles se
pueden visualizar directamente mediante microscopia electrénica.
Las proteinas de membrana se retinen en grupos bidimensionales
en el plano de la membrana de la RTG. Las vesiculas de trans-
porte incorporan estos grupos a sus propias bicapas. Las proteinas
unidas para ser transportadas a diferentes destinos se coagrupan
en subdominios diferentes de la RTG. Las proteinas solubles y de
membrana que estdn asignadas al mismo destino pueden agruparse
en el mismo subdominio de la RTG y pueden incorporarse en la
misma vesicula de transporte. Por tanto, la RTG parece actuar como
una terminal de transporte celular que es capaz de dirigir grupos
de pasajeros que llevan los mismos billetes a una zona de espera
comun ¥, al final, cargarlos en una vesicula de transporte comun.
Los responsables de los billetes dirigen a los pasajeros que tienen
billetes diferentes a salas de espera distintas.

Se requiere un marcador de reconocimiento
manosa-6-fosfato para dirigir las enzimas hidroliticas
recién sintetizadas a los lisosomas

Uno de los paradigmas de clasificacion establecidos mas exhaus-
tivamente es la via para las enzimas lisosomicas recién sintetizadas.
Al igual que las proteinas secretadas, las enzimas lisosémicas
tienen secuencias sefial amino-terminales que dirigen su trans-
locacién cotraduccional a través de la membrana del RE rugoso.
Su glucosilacién con enlace N y su plegamiento se realizan de
la manera habitual, tras lo que pasan al aparato de Golgi jun-
to con todas las demads proteinas sintetizadas simultdineamente
(v. fig. 2-21, etapa 1).

Una azucar transferasa especial presente en la cisterna cis del
Golgi reconoce las enzimas lisosémicas recién sintetizadas y ailade
un azucar especifico. Esta enzima agrega N-acetilglucosamina fos-
fato a los residuos de manosa en el extremo de las ramificaciones
de aztcares con enlace N lisosémicos. Ademas difiere de las azticar
transferasas habituales (v. pag. 38) porque agrega un grupo fosfo-
azucar al residuo manosa, en lugar de un simple aztcar. Esta enzima
es también especial porque reconoce secuencias especificas de
aminodcidos que se encuentran exclusivamente en estas enzimas
lisosémicas. Una segunda enzima del polo cis del Golgi elimina el
azucar adicional N-acetilglucosamina, dejando su grupo fosfato.
Como resultado, las ramificaciones de azticares de las enzimas
lisosémicas terminan en residuos de manosa-6-fosfato (v. fig. 2-21,
etapa 2).

Una clase especial de receptores de manosa-6-fosfato, localiza-
dos principalmente en los elementos del Golgi trans, reconocen las
proteinas que llevan grupos de manosa-6-fosfato (v. fig. 2-21, etapa
3). Este paso de reconocimiento constituye la primera etapa del
proceso de cosegregacion y agrupamiento explicado anteriormente.
Los receptores de manosa-6-fosfato son proteinas transmembrana.
Sus porciones luminales se unen a las enzimas lisosdmicas recién
sintetizadas, mientras que sus colas orientadas al citoplasma poseen
una sefial particular que les permite interactuar con adaptinas
¥, por tanto, incorporarse en vesiculas revestidas de clatrina. El
ensamblaje del entramado de clatrina provoca la agrupacién de los
receptores de manosa-6-fosfato, junto con sus enzimas lisosomicas
asociadas, en el plano de la membrana de la RTG. La finalizacién
de la jaula de clatrina provoca la formacién de una vesicula cuya
membrana contiene los receptores de manosa-6-fosfato que se unen
a su cargamento de enzimas lisosomicas.

Después de salir de la RTG, estas vesiculas de transporte
pierden sus revestimientos de clatrina (v. fig. 2-21, etapa 4) y
se fusionan con estructuras denominadas endosomas tardios o

endosomas prelisosémicos. Las bombas de protones presentes
en las membranas de estos organulos se encargan de que su pH
luminal sea acido (v. fig. 2-21, etapa 5). Cuando los receptores de
manosa-6-fosfato se exponen a este ambiente dcido experimentan
un cambio conformacional y liberan las enzimas lisosémicas que
contienen manosa-6-fosfato (v. fig. 2-21, etapa 6). Asi, las enzimas
recién sintetizadas se vierten a la luz del endosoma prelisosémico,
que se fusionard con un lisosoma o madurara hasta convertirse
en uno. Los receptores de manosa-6-fosfato vacios se unen a
vesiculas que se disocian del lisosoma (v. fig. 2-21, etapa 7) y
vuelven a la RTG (w. fig. 2-21, etapa 8). El ambiente luminal de
la RTG permite que los receptores recuperen su afinidad por la
manosa-6-fosfato, lo que les permite participar en ciclos sucesivos
de clasificacion.

La clasificacién lisosomica puede interrumpirse de varias
maneras. Por ejemplo, un fairmaco denominado tunicamicina
bloquea la adicién de azucares con enlace N a las proteinas recién
sintetizadas, lo que impide la union del marcador de recono-
cimiento manosa-6-fosfato. Los compuestos que elevan el pH
luminal de los endosomas prelisosémicos impiden que las enzimas
recién sintetizadas se disocien de los receptores de manosa-6-fos-
fato y, por tanto, bloquean el reciclaje del conjunto de receptores de
vuelta a la RTG. La escasez resultante de receptores no ocupados
permite que las proteinas que tienen manosa-6-fosfato pasen
a través de la RTG sin ser reconocidas (cuadro 2-2). Por tanto,
en lugar de dirigirse a los lisosomas, estas enzimas lisosomicas
contindan a lo largo de la via secretora y al final se liberan de la
célula por secrecidn constitutiva.

Las células internalizan el material extracelular
y la membrana plasmatica mediante el proceso
de endocitosis

Los mismos mecanismos fundamentales de la via secretora que
producen vesiculas por evaginacién de regiones de la membrana
del Golgi también pueden transportar el material en la direccién
opuesta induciendo la formacion de vesiculas a través de la inva-
ginacion de regiones de la membrana plasmatica. Las vesiculas
creadas de esta manera estan delimitadas por membrana que ante-
riormente formaba parte de la superficie celular y su contenido
luminal procede del compartimento extracelular.

Este proceso de internalizacion, denominado endocitosis, reali-
za al menos cuatro funciones para la célula. En primer lugar, ciertos
nutrientes son demasiado grandes para ser importados desde el
LEC al citoplasma a través de proteinas transportadoras transmem-
brana; en su lugar se introducen en la célula por endocitosis. En
segundo lugar, la endocitosis de complejos de hormona-receptor
puede finalizar los procesos de sefalizacion iniciados por muchas
hormonas. En tercer lugar, la endocitosis es el primer paso de la
remodelacion o degradacion de porciones de la membrana plasma-
tica. La membrana que se aporta a la superficie durante la exocitosis
debe recuperarse y, al final, devolverse a la RTG. En cuarto lugar, las
proteinas o los patégenos que deben eliminarse del compartimento
extracelular se introducen en la célula por endocitosis y después son
destinados a su degradacion en los lisosomas. Dado que el material
introducido por endocitosis puede tener varios destinos diferentes,
debe haber mecanismos de clasificacion en la via endocitica, al
igual que en la via secretora, que permitan a la célula dirigir dicho
material a su destino apropiado.

La endocitosis en fase liquida es la captacion de materiales
que estan disueltos en el LEC (fig. 2-22, etapa 1) y no unidos
especificamente a receptores de la superficie celular. Este proceso
empieza cuando una jaula de clatrina comienza a ensamblarse
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CUADRO 2-2 Enfermedades de almacenamiento lisosomico

En las enfermedades de almacenamiento lisosémico, la ausencia de
una hidrolasa particular (o de un grupo de hidrolasas) del lisosoma
impide que este degrade ciertas sustancias, lo que da lugar a la
formacioén de lisosomas sobrecargados que abarrotan el citoplasma
e impiden la funcién celular. De hecho, una enfermedad humana que
se produce de forma natural (causada por un defecto genético de la
maquinaria de clasificacién) permitié esclarecer la clasificacion de las
enzimas lisosémicas.

En la enfermedad de las células | la mayoria de las hidrolasas
estéd ausente de los lisosomas de muchos tipos celulares. Como
consecuencia, los lisosomas se dilatan con cantidades masivas de
sustratos no digeridos. Los lisosomas muy hinchados que caracterizan
a esta enfermedad se denominaron cuerpos de inclusion y las células
que los poseen células de inclusién o, de forma abreviada, células I.
Mientras que las células | carecen de la mayoria de las enzimas
lisosdmicas, los genes que codifican todas las hidrolasas son comple-
tamente normales. La mutacion responsable de las enfermedades de
las células | se encuentra en el gen de la fosfoazucar transferasa que
crea el marcador de reconocimiento manosa-6-fosfato (v. fig. 2-21).
Sin esta enzima la célula no puede clasificar ninguna de las hidrolasas

para enviarlas a los lisosomas. En lugar de ello, las hidrolasas pasan
a través de la RTG sin ser detectadas por los receptores manosa-6-
fosfato y son secretadas constitutivamente por las células afectadas.

En otras enfermedades de almacenamiento lisosémico ciertas
hidrolasas especificas no se clasifican mal, pero son genéticamente
defectivas. Por ejemplo, los nifios con enfermedad de Tay-Sachs
son portadores de una mutacién homocigota del gen que codifica
la enzima lisosémica hexosaminidasa A (HEX A). Por tanto, sus
lisosomas no pueden degradar sustancias que contienen ciertos
enlaces azucar especificos. Dado que estas sustancias no se pueden
degradar, se acumulan en los lisosomas. Con el tiempo estas sustan-
cias rellenan los lisosomas, que se hinchan y abarrotan el citoplasma.
Las alteraciones resultantes de la funcion celular son téxicas para
varios tipos celulares y son la causa Ultima de la mortalidad de esta
enfermedad en los primeros anos de vida. Los portadores del rasgo
de Tay-Sachs pueden detectarse mediante un anélisis enzimatico
de HEX A o por analisis del ADN del gen HEX A. En la poblaciéon
judia askenazi, en quienes 1 de cada 27 personas son portadoras,
tres mutaciones distintas de HEX A suponen el 98% de todas las
mutaciones en portadores.

Una vesicula endocitica
revestida de clatrina

La acidifgcién

__| de los endosomas |

transporta el material

o, - | disacia el ]igando
—

,‘.‘ 5‘ 7 Depresion

revestida
ENDOCITOSIS .‘I-\ de clatrina
EN FASE L[QUIDA ———

b, § ——

ENDOCITOSIS MEDIADA
< POFI RECEPTOR

ENDOCITOSIS
EN CAVEOLAS

Unas pequenas indentaciones en la membrana
plasmatica denominadas caveolas pueden mediar
la endocitosis independiente de clatrina.

Figura2-22 Endocitosis.

en la superficie citoplasmica de la membrana plasmatica. Pre-
viamente se ha descrito la fisiologia de las vesiculas revestidas
de clatrina en la via secretora (v. fig. 2-19). La clatrina se une a
la membrana mediante interacciones con proteinas adaptinas
que, a su vez, se adhieren a los dominios de la cola citopldsmica
de ciertos polipéptidos transmembrana. El ensamblado de la
jaula hace que la membrana subyacente a la que esta adherida se

invagine y forme una depresion revestida (v. fig. 2-22, etapa 2A).
La finalizacion de la jaula crea una vesicula cerrada, que se des-
prende de la superficie celular por el proceso de fision de la mem-
brana (v. fig. 2-22, etapa 3). La vesicula resultante pierde rapida-
mente su revestimiento de clatrina por la accion de una ATPasa
especifica para este fin y se fusiona con un organulo denominado
endosoma.
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La endocitosis mediada por receptor es responsable
de la internalizacién de proteinas especificas

La mayoria de proteinas que la célula trata de importar por
endocitosis esta presente en el LEC en concentraciones muy
bajas. Ademads, el volumen de LEC que se introduce por una
vesicula revestida individual es muy escaso. Por consiguiente, la
probabilidad de que cualquier molécula diana particular entre
en la célula durante un ciclo determinado de endocitosis en fase
liquida es baja. Para mejorar la eficacia de la endocitosis y para
asegurar que los componentes extracelulares deseados se reunen
en cada ciclo endocitico, la célula ha disefiado un método para
concentrar proteinas especificas en el lugar de endocitosis antes
de iniciar su captacidn.

Esta concentracion se logra en un proceso denominado endo-
citosis mediada por receptor, en el que las moléculas que se van a
internalizar (v. fig. 2-22, etapa 1) se unen a receptores de la super-
ficie celular con alta afinidad (v. fig. 2-22, etapa 2B). Mediante esta
interaccion los sustratos de la endocitosis se asocian fisicamente
con la membrana plasmadtica, lo que aumenta en gran medida la
probabilidad de que se internalicen con éxito. Las células aumen-
tan esta probabilidad aun mds asegurandose de que los propios
receptores se agrupen en regiones de la membrana destinadas a la
endocitosis. Las colas citoplasmicas de estos receptores contienen
secuencias de reconocimiento que les permiten actuar como sitios
de unién de las adaptinas. Por consiguiente, estos receptores se
congregan en regiones de la membrana celular donde las jaulas
de clatrina se estan ensamblando y se incorporan en depresiones
revestidas (coated pits) a medida que se forman. La afinidad de estos
receptores por la maquinaria endocitica asegura que sus ligandos
se internalicen con una maxima eficiencia.

Muchos receptores endociticos estdn asociados constitutiva-
mente con depresiones revestidas y se introducen por endocitosis
tanto si estdn unidos a sus ligandos especificos como si no. Sin
embargo, las colas citoplasmicas de algunos receptores interactiian
con las adaptinas solo cuando el receptor estd en estado unido. Por
ejemplo, en ausencia de factor de crecimiento epidérmico (EGF),
el receptor de EGF se excluye de las regiones de la membrana
en las que se estan ensamblando las depresiones revestidas. Las
modificaciones inducidas por la unién a ligando alteran estas colas
de los receptores, lo que les permite participar en la formacion de
vesiculas revestidas y, por tanto, en la endocitosis.

Después de que se forma la vesicula revestida de clatrina
(v. fig. 2-22, estadio 3) pierde rapidamente su revestimiento de
clatrina, como se ha descrito previamente para la endocitosis en
fase liquida, y se fusiona con un endosoma. Aunque los endosomas
pueden ser muy pleomorfos, suelen tener un aspecto similar a una
sartén, en el que un cuerpo vesicular redondo estd unido a un largo
«mango» tubular (v. fig. 2-22, etapa 4). Las superficies citoplés-
micas de los mangos suelen presentar entramados de clatrina en
formacion y son lugares donde se produce la gemacion vesicular.

Las proteinas introducidas por endocitosis pueden
dirigirse a los lisosomas o reciclarse a la superficie
celular

En muchos tipos celulares la endocitosis es tan rapida que cada
hora la célula internaliza una cantidad de membrana de un area
equivalente a toda la superficie celular. Para mantener este tre-
mendo flujo de membrana, la célula debe recuperar la mayor parte
de los componentes de membrana introducidos por endocitosis
y devolverlos a la membrana plasmatica. Sin embargo, las sus-
tancias que la célula va a degradar deben dirigirse a los lisosomas

y evitar que vuelvan a la superficie. La sofisticada operacion de
clasificacion necesaria para cumplir estas dos condiciones tiene
lugar en el endosoma.

Las bombas de protones integradas en su membrana aseguran
que, al igual que el lisosoma, el endosoma mantenga un pH luminal
acido (v. fig. 2-22, etapa 4). Este entorno acido inicia la separacion
del material que estd destinado a su destruccién lisosémica de
las proteinas que se van a reciclar. La mayoria de los receptores
endociticos se unen fuertemente a sus ligandos a pH neutro, pero
los liberan enseguida a valores de pH menores de 6,0. Por tanto,
en cuanto una vesicula procedente de la superficie se fusiona con
un endosoma, las proteinas que estin unidas a receptores se des-
prenden y entran en la luz endosdmica. Las proteinas receptoras se
concentran en las membranas de los mangos de los endosomas en
forma de sartén y al final salen del endosoma en vesiculas que las
devuelven a la superficie celular (v. fig. 2-22, etapa 5). Las proteinas
solubles de la luz del endosoma, que incluyen los ligandos de los
receptores, acaban siendo transportadas al lisosoma. Este esquema
de clasificacion permite que los receptores eviten el destino de su
cargamento y garantiza que dichos receptores se utilicen en muchos
ciclos de endocitosis.

El receptor de lipoproteina de baja densidad (LDL) €) N2-12
sigue este proceso con precision. Cuando el receptor cargado de
LDL llega al endosoma, el ambiente dcido de este induce la diso-
ciacion entre la LDL y su receptor, que a continuacion se recicla de
inmediato a la superficie celular. La LDL llega al lisosoma, donde
las enzimas la destruyen y liberan el colesterol que tiene unido.

Una variacion de este proceso es responsable de la captacion
celular de hierro. El hierro circula en el plasma unido a una proteina
denominada transferrina. Al pH levemente alcalino del LEC, el
complejo hierro-transferrina se une con alta afinidad a un receptor
de transferrina en las membranas plasmaticas de casi todos los
tipos celulares. La transferrina unida se internaliza por endocitosis
y se transporta a los endosomas. En lugar de inducir la separacion
entre la transferrina y su receptor, el entorno acido de la luz del
endosoma hace que el hierro se desprenda de la transferrina. La
apotransferrina (es decir, la transferrina no unida a hierro) se
mantiene fuertemente unida al receptor de la transferrina a un
pH acido. El hierro liberado se transporta a través de la membrana
endosomica para ser usado en el citosol. El complejo de la apotrans-
ferrina y el receptor de transferrina se recicla a la superficie celular,
donde vuelve a exponerse al LEC. El pH extracelular levemente
alcalino hace que el receptor de la transferrina pierda su afinidad
por la apotransferrina y la libere de inmediato. Por tanto, la célula
utiliza el mecanismo de clasificacion dependiente del pH dos veces
para asegurarse de que tanto el receptor de la transferrina como la
apotransferrina se reciclen para ciclos subsiguientes de captacién
del hierro.

Algunas moléculas se internalizan mediante un proceso
alternativo en el que intervienen las caveolas

Las depresiones revestidas de clatrina no son las tnicas estruc-
turas celulares implicadas en la internalizacién mediada por
receptor. El estudio mediante microscopia electrénica de las
células endoteliales vasculares que revisten los vasos sanguineos
mostr6 hace mucho tiempo la presencia de grupos de pequefias
vesiculas que tienen un aspecto caracteristico, en estrecha asocia-
cién con la membrana plasmatica. Se pensaba que estas caveolas
estaban implicadas en la transferencia de grandes moléculas a
través de las células endoteliales, desde el espacio vascular al
compartimento tisular. En realidad, las caveolas estdn presentes
en la mayoria de los tipos celulares. Las caveolas son ricas en
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N2-12 Hipercolesterolemia familiar: un defecto de la endocitosis mediada por receptor
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El papel fisiolégico fundamental desempenado por los receptores
endociticos se pone de relieve por la patogenia molecular de una
enfermedad genética humana relativamente comun. El colesterol
se transporta a través del torrente sanguineo unido a proteinas, una
de las cuales se denomina lipoproteina de baja densidad o LDL.
Muchas células de todo el cuerpo expresan receptores de LDL en
sus membranas plasmaticas. Estas células internalizan la LDL uni-
da a receptor y utilizan su carga de colesterol para la sintesis de
membranas y en diversas vias bioquimicas. El colesterol importado
también inhibe la sintesis enddégena de novo de colesterol por las
células. La enfermedad denominada hipercolesterolemia familiar
(HCF) se debe a un defecto del gen que codifica el receptor de LDL,
lo que provoca la sintesis de receptores que no se unen a LDL o
que no se internalizan.

En ausencia de receptores funcionales de LDL, las células no
pueden importar el colesterol exdgeno. Aunque las concentraciones
séricas de colesterol aumentan a cifras extraordinariamente altas, las
células son ajenas a su presencia, ya que carecen de la maquinaria
que les permite la endocitosis de LDL. Por consiguiente, su sintesis
de colesterol sigue sin inhibiciones. La sintesis excesiva de colesterol
provoca la acumulacién de gotas lipidicas repletas de colesterol en
las células de todo el cuerpo. La acumulacién de estas inclusiones de

colesterol en las células que revisten las paredes arteriales produce
placas ateroscleréticas, que pueden ocupar y ocluir la luz de los
propios vasos sanguineos. Cuando estas placas aparecen en las
arterias coronarias, que irrigan el corazén (v. pag. 560), impiden el
flujo sanguineo coronario y de esta forma que el corazén reciba
suficiente oxigeno. No es sorprendente que los pacientes con HCF a
menudo fallezcan por cardiopatia a edades relativamente tempranas.
Los pacientes homocigotos para los receptores de LDL defectivos
suelen sufrir su primer infarto de miocardio («ataque cardiaco») al
principio de su adolescencia, mientras que los heterocigotos (cuyas
células expresan la mitad del complemento normal de receptores
funcionales de LDL) suelen presentar sintomas cardiacos en la
mediana edad. La forma heterocigota de HCF afecta a alrededor
de 1 de cada 500 personas. Nuestros conocimientos actuales de la
endocitosis mediada por receptor y de las interacciones moleculares
de las que depende se han adquirido en gran parte gracias al estu-
dio de la HCF por Brown y Goldstein, cuyo trabajo les hizo merece-
dores del Premio Nobel de Medicina o Fisiologia en 1985. Se puede
consultar mas informacién sobre Brown y Goldstein y los trabajos
por los que recibieron el Premio Nobel en http://www.nobel.se/
medicine/laureates/1985/index.html (consultado en octubre de 2014).
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colesterol y esfingomielina. En lugar de tener un entramado de
clatrina contienen proteinas de membrana intrinsecas denomi-
nadas caveolinas, que se orientan hacia el citosol (v. fig. 2-22).
Ademas, las caveolas parecen tener una gran cantidad de polipép-
tidos asociados a membrana que intervienen en la seializacién
intracelular, como las proteinas similares a Ras (v. pag. 56), asi
como proteinas heterotriméricas de uniéon a GTP (v. pag. 52). Las
caveolas parecen actuar como centros organizadores para grupos
de moléculas de sefalizacion, lo que quiza les permite coordinar
sus actividades. Las caveolas también participan en la endocitosis
de ciertas sustancias. En las células endoteliales vasculares, por
ejemplo, las caveolas captan albumina y la transportan a través
de la célula hasta el lado contrario en un proceso denominado
transcitosis (v. pag. 467). En la captaciéon mediada por caveolas
no interviene la clatrina ni las estructuras endociticas acidificadas
de la via endocitica estandar.

Otra proteina muy abundante en las caveolas es el receptor
de folato, una vitamina necesaria para varias vias metabolicas
(v. pags. 933-934). A diferencia de los receptores de la membrana
plasmatica (v. pags. 17-18), el receptor de folato no tiene una cola
citoplasmica que le podria permitir asociarse con las depresiones
revestidas. En lugar de ello, pertenece a la clase de proteinas
con enlace GPI (v. pag. 17) que estan ancladas a la membrana
mediante unién covalente a moléculas de fosfolipidos. Parece
que las caveolas median la internalizacién del folato. De hecho,
un gran numero de proteinas con enlace GPI muy diversas estan
integradas en la monocapa de la membrana caveolar orientada
hacia su luz.

TIPOS CELULARES ESPECIALIZADOS

Todas las células estan constituidas por los mismos elementos
bésicos y comparten la misma maquinaria metabdlica y biosinté-
tica basica. ;Qué distingue un tipo celular de otro? Es indudable
que las células tienen distintas formas y estructuras moleculares.
Ademas del repertorio extenso de moléculas que las células son
capaces de sintetizar, cada tipo celular escoge qué moléculas va
a expresar, como organizar estas moléculas y como regularlas.
Esta combinacion de elecciones es lo que confiere a las células sus
funciones fisioldgicas especificas. Estas especializaciones se deben
a la diferenciacién celular. Cada uno de estos tipos celulares se
origina a partir de una célula madre. Las células madre tienen
actividad mitdtica y pueden dar origen a varias estirpes celulares
que pueden oscilar de multiples a limitadas. Por tanto, pueden
ser pluripotentes, multipotentes, oligopotentes o unipotentes. Evi-
dentemente, el cigoto es la célula madre por excelencia, porque
a través de sus divisiones da origen a todas las estirpes celulares
presentes en el organismo completo y, por tanto, es fotipotente.
Los tipos de células especificos se originan a partir de las células
madre activando un programa especifico de diferenciacion de
expresion génica. La interrelacion de senales ambientales, pistas
temporales y factores de transcripcién que controlan los procesos
de diferenciacion celular constituyen uno de los grandes misterios
por resolver de la biologia moderna.

Las células epiteliales forman una barrera entre el medio
interno y externo

;Cémo puede un organismo regular estrechamente su entorno
liquido interno (es decir, el medio interno) sin permitir que este
entorno entre en contacto directo y desastroso con el mundo
exterior (es decir, el medio externo)? El organismo ha solucionado
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estos problemas situando una lamina de células (un epitelio)
entre estos dos entornos tan dispares. Gracias a sus disefios sub-
celulares especificos y a sus relaciones intercelulares, las células
epiteliales forman una barrera dindmica que puede introducir o
expulsar sustancias, en ocasiones contra gradientes de concen-
tracion muy marcados.

Dos caracteristicas estructurales de los epitelios les permiten
ejercer una funcién de barrera eficaz (fig. 2-23). En primer lugar,
las células epiteliales se conectan entre si mediante uniones estre-
chas que limitan la difusion libre de solutos y fluidos alrededor de
las células epiteliales, entre los compartimentos interno y externo.
En segundo lugar, las uniones estrechas definen un limite entre
un dominio apical y basolateral de la membrana plasmética. Cada
uno de estos dos dominios consta de unos componentes proteicos
y lipidicos distintos y cada uno desemperfia una funcion diferente.
Por tanto, las membranas de superficie de las células epiteliales
estan polarizadas. A partir de la pagina 136 se describen los meca-
nismos por los que las células epiteliales polarizadas aprovechan
su geometria especial para transportar las sales y el agua de un
compartimento al otro. Sin embargo, merece la pena dedicar unas
lineas a algunas de las especializaciones celulares que caracterizan
alos epitelios polarizados y que les permiten realizar sus funciones
fundamentales.

Las membranas apicales de las células epiteliales (v. fig. 2-23)
se orientan hacia la luz de un compartimento que muchas veces
presenta una continuidad topoldgica con el mundo exterior. Por
ejemplo, en el estdmago y el intestino, las membranas apicales
constituyen la superficie interna de los érganos que contactan con
el material ingerido. Las membranas apicales de muchas células
epiteliales, incluidas las que revisten los tubulos renales, constan de
un unico cilio carente de motilidad. Esta estructura, denominada
cilio central, puede detectar la deformacién mecénica asociada con
el flujo de liquido. Las mutaciones que afectan a los componentes
individuales del cilio central se asocian con poliquistosis renal, en
la que la arquitectura del rifidn se sustituye por un conjunto de
grandes quistes rellenos de liquido.

Las membranas basolaterales de las células epiteliales se orien-
tan hacia el compartimento del LEC, que contacta indirectamente
con la sangre, y se apoyan sobre una membrana basal. La mem-
brana basal estd compuesta por proteinas de la matriz extracelular
que las propias células epiteliales secretan, entre las que se encuen-
tran varios tipos de coldgeno, laminina y proteoglucanos. La mem-
brana basal proporciona al epitelio soporte estructural y, lo mas
importante, actia como un soporte organizador que ayuda a las
células epiteliales a establecer su notable arquitectura.

Cada célula epitelial esta interconectada con sus vecinas por
varias uniones intercelulares (v. fig. 2-23). Las superficies laterales
de las células epiteliales participan en muchos tipos de contactos
intercelulares, como las uniones estrechas, uniones adherentes,
uniones comunicantes y desmosomas.

Uniones estrechas Una union estrecha (tight junction o zonula
occludens) es una estructura compleja que obstaculiza el paso de
moléculas e iones entre las células de la monocapa epitelial. Esta
via entre las células se denomina via paracelular. Las propiedades
funcionales de las uniones estrechas se relacionan con su inte-
resante estructura (v. fig. 2-23). Cuando se observan mediante
microscopia electronica, las uniones estrechas presentan regiones
de fusion aparente entre las monocapas lipidicas externas de las
células epiteliales contiguas. La microscopia electronica de crio-
fractura muestra que la union estrecha consta de bandas paralelas
de particulas estrechamente empaquetadas correspondientes a
las proteinas transmembrana que participan en la formacién de
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Figura 2-23 Células epiteliales. En una célula epitelial las uniones estrechas separan la membrana celular en los dominios apical y basolateral, que tienen

propiedades funcionales muy diferentes.

la unién. El grado de impermeabilidad de un epitelio (o herme-
ticidad) es aproximadamente proporcional al nimero de estas
bandas paralelas. Las claudinas constituyen una gran familia de
proteinas y son los principales elementos estructurales de la unién
estrecha. Las interacciones entre las claudinas presentes en las
membranas enfrentadas de células contiguas forman la barrera de
permeabilidad (v. pag. 137).

Las uniones estrechas desempenan varias funciones. En primer
lugar, son barreras, pues separan un compartimento de otro. En
algunas células epiteliales, como las de la rama gruesa ascendente
renal, las uniones estrechas constituyen un limite que bloquea
el flujo de la mayoria de los iones y el agua entre las células. En
cambio, las uniones estrechas del tubulo proximal renal son per-
meables, lo que permite un movimiento transepitelial significativo
de liquido y solutos.

En segundo lugar, las uniones estrechas pueden actuar como
compuertas selectivas al permitir que ciertos solutos fluyan mas
facilmente que otros. Algunos ejemplos son las uniones estrechas
permeables de tejidos como el tubulo proximal. La permeabilidad
y selectividad de las uniones estrechas de un epitelio son variables
cruciales para determinar las caracteristicas de transporte de
ese epitelio (v. pags. 136-137). Ademds, las propiedades de per-
meabilidad de la funcién de compuerta de las uniones estrechas
pueden modularse en respuesta a varios estimulos fisioldgicos.
El conjunto de claudinas que expresa un epitelio determina en

gran medida las propiedades de permeabilidad de sus uniones
estrechas.

En tercer lugar, las uniones estrechas actian como vallas que
separan las superficies polarizadas de la membrana plasmatica
epitelial en los dominios apical y basolateral. En presencia de
poblaciones distintas de proteinas y lipidos en cada dominio
de la membrana plasmética es absolutamente esencial que un
epitelio medie el transporte transepitelial de liquido y solutos
(v. pags. 137-139).

Uniones adherentes Una union adherente (adhering junction
o zonula adherens) es un cinturén que rodea a toda la célula
epitelial justo por debajo del nivel de la unién estrecha. Las
células epiteliales necesitan dos elementos de informacién para
constituir por si mismas un epitelio coherente. En primer lugar,
las células deben saber cudl es su extremo apical. La matriz
extracelular (v. anteriormente) proporciona esta informacion al
definir cudl serd el lado basolateral. En segundo lugar, las células
deben saber que hay células contiguas similares con las que
establecer contactos intercelulares. Las uniones adherentes pro-
porcionan a las células epiteliales pistas sobre las caracteristicas
y la proximidad de sus vecinas. Estos contactos intercelulares
estan mediados por los dominios extracelulares de los miembros de
la familia cadherina, unas proteinas transmembrana descritas ante-
riormente. Las células epiteliales se organizaran en un epitelio
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polarizado correctamente (con membranas plasmdticas apical y
basolateral diferenciadas) inicamente si las cadherinas de las
células contiguas han establecido un contacto lo bastante estrecho
como para formar una unién adherente. La formacién de estas
uniones inicia el ensamblaje de un citoesqueleto subcortical, en el
que las proteinas de anclaje (p. ej., vinculina, cateninas, o actini-
na) conectan los dominios citosdlicos de las cadherinas a una red
de filamentos de actina que esta asociada con las superficies
citosdlicas de las membranas laterales. Por el contrario, la inte-
rrupcion de las uniones adherentes puede causar una pérdida de
la organizacion epitelial. En los tumores epiteliales, por ejemplo,
la pérdida de expresién de las cadherinas de union adherente
tiende a correlacionarse con la pérdida de crecimiento controlado
de la célula tumoral y con su capacidad para metastatizar, es decir,
de abandonar la monocapa epitelial y formar un nuevo tumor en
una localizacién corporal distante. ) N2-13

Uniones comunicantes Los canales que interconectan los
citosoles de células vecinas se denominan uniones en hendidu-
ra (gap junctions) (v. pag. 158-159). Permiten la difusion libre
de pequenas moléculas (menos de ~1 kDa) entre las células. En
algunos 6rganos las células epiteliales estan interconectadas por
un gran numero de uniones en hendidura, que se organizan en
disposiciones hexagonales paracristalinas. Debido a que los iones
pueden fluir a través de las uniones en hendidura, las células que
se comunican a través de ellas estan acopladas eléctricamente. La
permeabilidad de las uniones en hendidura, y por tanto el grado
en el que los compartimentos citopldsmicos de las células vecinas
estan acoplados, pueden regularse en respuesta a diversos estimulos
fisioldgicos.

Desmosomas Un desmosoma (o macula adherens) mantiene
a las células adyacentes estrechamente juntas en un tinico punto
redondeado. Los desmosomas se reconocen con facilidad en
micrografias electrénicas de seccién fina por las placas densas
caracteristicas de filamentos intermedios (v. pags. 22-23). Los
dominios extracelulares de desmogleina o desmocolina, que
son proteinas transmembrana de la familia de la cadherina
(v. pag. 17) median la interaccion de las células adyacentes.
Las proteinas de anclaje unen los dominios citosdlicos de las
cadherinas a filamentos intermedios que irradian hacia el cito-
plasma desde el punto de contacto intercelular (v. fig. 2-23).
Estos filamentos interactuan con los filamentos intermedios
citoplasmicos y los organizan, lo que acopla los elementos estruc-
turalmente estabilizadores de las células contiguas entre si. Las
células epiteliales suelen estar acopladas a las células adyacentes
por numerosos desmosomas, sobre todo en regiones donde el
epitelio estd sometido al estrés fisico.

Las células epiteliales estan polarizadas

En muchos epitelios el area de la superficie apical se aumenta por la
presencia de un borde en cepillo, que estd compuesto por cientos
de proyecciones microvellositarias digitiformes (v. fig. 2-23). En
el intestino delgado y el tibulo proximal renal, la membrana
que cubre cada microvellosidad tiene una gran cantidad de enzi-
mas que digieren los aztcares y proteinas, asi como transportadores
que transportan los productos de estas digestiones a las células. La
presencia de un borde en cepillo microvellositario puede aumen-
tar la superficie apical de las células epiteliales polarizadas hasta
20 veces, lo que incrementa en gran medida su capacidad para
interactuar, modificar y transportar las sustancias presentes en el
liquido luminal.
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La superficie basolateral de ciertas células epiteliales se aumenta
por la presencia de interdigitaciones laterales e invaginaciones
basales (v. fig. 2-23). Aunque su arquitectura no es tan elegante
como la de las microvellosidades, estas estructuras pueden aumen-
tar considerablemente la superficie basolateral. En las células epi-
teliales que intervienen en el transporte de grandes volimenes (o
en el transporte contra gradientes pronunciados), la amplificacion
de la membrana basolateral puede aumentar en gran medida el
nimero de bombas Na-K que una sola célula puede tener en su
membrana basolateral.

Aunque las diferencias morfolégicas entre las membranas
apical y basolateral pueden ser muy marcadas, la distinciéon mds
importante entre estas superficies es su composicion proteica.
Como se sefiald anteriormente, la funcion de «valla» de la unién
estrecha separa por completo distintos grupos de proteinas de
membrana entre las membranas apical y basolateral. Por ejem-
plo, la bomba Na-K esta restringida a la membrana basolateral
en casi todas las células epiteliales, y las enzimas unidas a mem-
brana que hidrolizan los azucares complejos y péptidos estdn
restringidas a las membranas apicales en las células epiteliales
intestinales. La distribucién polarizada de las proteinas de trans-
porte es absolutamente necesaria para el movimiento dirigido
de solutos y agua a través de los epitelios. Ademas, la restriccién
de ciertas enzimas al dominio apical limita sus acciones a la luz
del epitelio y, por tanto, ofrece la ventaja de no malgastar energia
poniendo las enzimas donde no son necesarias. La polaridad de
las proteinas de la membrana epitelial también desempefia un
papel crucial en la deteccion de antigenos presentes en el medio
externo y en la transmision de sefiales entre los compartimen-
tos externo e interno.

El mantenimiento de la polaridad epitelial implica interacciones
intermoleculares complejas. Cuando las uniones estrechas se inte-
rrumpen, la difusion en el plano de la membrana provoca una
mezcla de los componentes de la membrana apical y basolateral y,
por tanto, una pérdida de la polaridad. El citoesqueleto subcortical
situado bajo la superficie basolateral puede desempenar un papel
similar en el mantenimiento de la polaridad restringiendo fisica-
mente un subgrupo de proteinas de membrana en la superficie
basolateral.

Sin embargo, estos mecanismos para estabilizar la distribu-
cién polarizada de proteinas de membrana no explican como las
proteinas recién sintetizadas se distribuyen en la membrana plas-
matica apropiada. A continuacidén se presentan dos ejemplos de
mecanismos que las células pueden utilizar para dirigir las protei-
nas de membrana a la membrana basolateral o apical. El primer
ejemplo se centra en las interacciones proteina-proteina. Como se
sefial6 al describir la via de las proteinas secretadas, la operaciéon
de clasificacion que separa las proteinas dirigidas apicalmente
de las dirigidas basolateralmente parece producirse en la RTG
(v. pag. 39). Algunas proteinas destinadas a la membrana basola-
teral tienen motivos de aminodacidos especiales que acttian como
senales de clasificacion. Algunos de estos motivos son similares a
los que permiten que las proteinas de membrana participen en la
endocitosis. Los miembros de la familia adaptina reconocen estos
motivos durante la formacion de vesiculas recubiertas de clatrina
enla RTG y concentran las proteinas basolaterales en una vesicula
destinada a la membrana basolateral.

Otro ejemplo de los mecanismos que las células utilizan para
generar una distribucién polarizada de proteinas de membrana
se centra en las interacciones lipido-lipido. En muchos epitelios
las proteinas con enlace GPI se concentran exclusivamente en la
superficie apical. Parece que los componentes fosfolipidicos de
las proteinas con enlace GPI son inusuales porque se agrupan en
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N2-13 Papel de las moléculas de adhesion
intercelular en el desarrollo

Colaboracién de Michael Caplan

La formacién de las primeras células epiteliales polarizadas en
embriones de mamiferos en desarrollo se produce cuando se
sintetizan las proteinas de adhesién y se forman las uniones
adherentes. Si estas interacciones intercelulares se interrumpen
durante las fases tempranas de la embriogénesis, las células
embrionarias se separan entre si, lo que impide continuar el
desarrollo.
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complejos de lipidos en fase de gel bastante inmoéviles durante su ~ dejar claro que varios mecanismos diferentes pueden contribuir a
paso por el aparato de Golgi. Ya se ha visto anteriormente cémo la clasificacion de proteinas y al mantenimiento de la polaridad
los lagos de fosfolipidos con diferentes propiedades fisicas pueden epitelial.

segregarse en una membrana (v. pag. 10). Las «balsas glucolipidi-

cas» de proteinas con enlace GPI se incorporan a vesiculas dirigidas i

apicalmente, de modo que la clasificacion puede producirseatravés ~ BIBLIOGRAFIA

de interacciones lipido-lipido en el plano de la membrana en lugar

de mediante interacciones proteina-proteina en la superficie cito- La lista de referencias estd disponible en www.StudentConsult.com.
plasmatica de la membrana del Golgi. Estos dos ejemplos deberian
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CAPITULO 3

TRANSDUCCION DE SENALES

Lloyd Cantley

Incluso los organismos unicelulares deben responder a retos
ambientales, lo que requiere el desarrollo de mecanismos de trans-
duccién de senales. La evolucion de los organismos pluricelulares
requirio la evolucion de la comunicacion intercelular dentro del
organismo para coordinar las actividades entre las células, que van
desde la induccion del desarrollo embrionario a la integracion de
las respuestas fisiologicas.

Todas las células reciben y procesan informacion. Varias senales
externas, tales como olores, metabolitos, iones, hormonas, factores
de crecimiento y neurotransmisores, pueden servir como mensaje-
ros quimicos que relacionan las células vecinas o distantes. Incluso
las sefiales externas que no se consideran de naturaleza quimica
(p. €j., luz y estimulos térmicos o mecanicos) pueden transducirse
en ultima instancia en un mensajero quimico. La mayoria de los
mensajeros quimicos interactua con receptores de la superficie
celular y desencadena una cascada de eventos secundarios, como
la activacién de los sistemas de segundo mensajero intracelulares
que median la respuesta de la célula a ese estimulo. Sin embargo, los
mensajeros hidréfobos, como las hormonas esteroideas y algunas
vitaminas, pueden difundirse a través de la membrana plasmatica
e interactuar con receptores citosolicos o nucleares. De hecho, las
células utilizan varias vias de sefializacion intracelulares interco-
nectadas para asegurar que la respuesta de la célula a un estimulo
esta rigurosamente controlada.

MECANISMOS DE COMUNICACION CELULAR

Las células pueden comunicarse entre si a través
de seiiales quimicas

Las células secretan sefales quimicas que pueden inducir una
respuesta fisioldgica de tres maneras (fig. 3-1): entrando en la cir-
culacion y actuando sobre tejidos distantes (endocrina), actuando
sobre una célula vecina en el mismo tejido (paracrina), o mediante
la estimulacion de la misma célula que libera el quimico (auto-
crina). Los factores secretados producidos por las células de un
o6rgano y que entran en la circulacion para inducir una respuesta
en un 6rgano distinto se denominan hormonas y los érganos que
los secretan (como la hip6fisis, la glandula suprarrenal y la glandula
tiroides) forman parte del sistema endocrino. Sin embargo, otras
muchas células y tejidos que no suelen considerarse de tipo endo-
crino también producen hormonas. Por ejemplo, el riién produce
1,25-dihidroxivitamina D; y la glandula salival sintetiza factor de
crecimiento neural. Por ultimo, el contacto fisico entre células, o
entre una célula y la matriz secretada por otra célula, puede trans-
mitir una sefial (yuxtacrina).

© 2017. Elsevier Espaiia, S.L.U. Reservados todos los derechos

Para que las sefiales autocrina y paracrina lleguen solo a don-
de tengan que hacer su funcién su difusién debe ser limitada.
Esta restriccion puede realizarse por la endocitosis rapida de la
sefial quimica por las células vecinas, su destruccion por enzimas
extracelulares, o su inmovilizacién por la matriz extracelular. Los
eventos que tienen lugar en la unién neuromuscular son ejemplos
excelentes de sefalizacion paracrina. Cuando un impulso eléc-
trico viaja por un axo6n y alcanza la terminacién nerviosa (fig. 3-2)
estimula la liberacion del neurotransmisor acetilcolina (ACh).
A su vez, la ACh activa transitoriamente un canal cationico
regulado por ligando en la membrana de las células musculares.
La consiguiente entrada transitoria de Na* hace que el potencial
de membrana (V,,) se modifique localmente en sentido positivo
(es decir, despolarizacion), lo que pone en marcha eventos que
dan lugar a la propagacién de un potencial de accién a lo largo
de la célula muscular. La sefial de ACh se termina rapidamente
por la accion de la acetilcolinesterasa, que estd presente en la
hendidura sinaptica. Esta enzima degrada la ACh que es liberada
por la neurona.

Las seiales quimicas solubles interactiian
con las células diana uniéndose a receptores
de superficie o intracelulares

Cuatro tipos de sustancias quimicas pueden actuar como moléculas

de senalizacion extracelular:

1. Aminas, como la adrenalina (epinefrina).

2. Péptidos y proteinas, como la angiotensina II y la insulina.

3. Esteroides, como la aldosterona, los estrogenos y el acido reti-
noico.

4. Otras moléculas pequeiias, como los aminodcidos, nucledtidos,
iones (p. €j., Ca®") y gases (p. €j., 6xido nitrico).

Para que una molécula actiie como sefal se debe unir a un
receptor. La mayoria de los receptores son proteinas situadas en
la superficie celular o dentro de la célula que se unen especifica-
mente a una molécula de sefnalizacién (el ligando) e inducen una
respuesta celular al interactuar con un efector. En ocasiones, el
propio receptor es el efector, como en los canales iénicos regula-
dos por ligando que modifican la conductancia iénica transmem-
brana en respuesta a una sefial extracelular. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, la interaccién del ligando con su receptor
da lugar a la asociacién del receptor con una o varias moléculas
efectoras intracelulares lo que, a su vez, inicia la respuesta celular.
Entre los efectores se incluyen enzimas, canales, proteinas trans-
portadoras, elementos contréctiles y factores de transcripcidn.
La capacidad de una célula o tejido para responder a una sefal
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de varios intermediarios) para activar o desactivar efectores
posteriores, como enzimas asociadas a la membrana o canales.
Este grupo de receptores recibe su nombre por el intermediario
inicial, que es un complejo heterotrimérico de unién a GTP
denominado proteina G.

Receptores cataliticos. Cuando se activan por un ligando, estas
proteinas integrales de la membrana plasmatica son enzimas
por si mismas o forman parte de un complejo enzimdtico. En
muchos casos, estos receptores son cinasas que afiaden grupos
fosfato a sus sustratos, o fosfatasas que quitan grupos fosfato
del sustrato.

Receptores nucleares. Estas proteinas, localizadas en el citosol
o el nucleo, son factores de transcripcion activados por ligando.
Estos receptores se unen a sefiales extracelulares que activan la
transcripcion génica.

F 5. Receptores que sufren escision. En respuesta a la union al
Lallegada de un ... lo que activa la . .
: A ; ligando, algunas proteinas transmembrana sufren una pro-
estimulo eléctrico entrada de sodio, acetllmlmesterasa P .
A rncadenai que provoca una | | degrada el teolisis intramembrana regulada (RIP, por su acrénimo en
liberacion de acetilcolina,| | despolarizacion transmisor, lo que inglés; v. pags. 87-88), 6 N3-1 que libera uno o més fragmen-
que se une a su receptor | | local dela pone fin a la senal. tos de su dominio citosolico que actiian como sefial para una
en la célula muscular... | | membrana. respuesta celular al entrar en el nucleo para modular la expre-
Figura 3-2 Ejemplo de senalizacion paracrina. La liberacion de ACh en s1on genica.
la unién neuromuscular es una forma de senalizacion paracrina porque la . .
terminacion nerviosa libera una sustancia quimica (ACh) que actta sobre Los eventos de sefializacion iniciados por los receptores asocia-
una célula vecina (el musculo). dos a membrana suelen poder dividirse en seis pasos:

Paso 1: reconocimiento de la sefial por su receptor. La misma

especifica depende de la dotacion de receptores que posee y de la

cadena de reacciones intracelulares que se inician por la union de

cualquier ligando a su receptor. Los receptores pueden dividirse
en cinco categorias en funcién de sus mecanismos de transduc-

cién de seniales (tabla 3-1).

1. Canales ionicos regulados por ligando. Estos hibridos de
receptor/canal son proteinas integrales de membrana que inter-
vienen en la sefializacion entre células excitables eléctricamente.
La uni6n de un neurotransmisor como la ACh a su receptor
(que en realidad es solo una parte del canal) produce la apertura
transitoria del canal, lo que modifica la permeabilidad iénica de

molécula de sefializacion a veces puede unirse a més de un tipo
de receptor. Por ejemplo, la ACh puede unirse tanto a canales
regulados por ligando como a receptores acoplados a protei-
nas G. La unién de un ligando a su receptor implica los mismos
tres tipos de interacciones débiles, no covalentes, que carac-
terizan las interacciones sustrato-enzima. Se forman enlaces
iénicos entre grupos de carga opuesta. En las interacciones de
van der Waals, un dipolo transitorio en un dtomo genera el
dipolo opuesto en un atomo adyacente, lo que crea una inter-
accion electrostética. Se producen interacciones hidrofobas entre
grupos no polares.

la célula. Paso 2: transduccién del mensaje extracelular en una sefial intra-

2. Receptores acoplados a proteinas G. Estas proteinas integrales
de la membrana plasmatica actian indirectamente (a través

celular o segundo mensajero. La union del ligando provoca
un cambio conformacional en el receptor que desencadena
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N3-1 Ejemplos de RIP

Colaboracién de Peter Igarashi

Ademas de la proteina de unién al elemento regulador de este-
roles (SREBP) descrita en el texto en las paginas 87-88, otras
proteinas que son sometidas a RIP son Notch y APPR que tienen
al menos un segmento transmembrana.

Notch es un receptor de la membrana plasmatica cuyo domi-
nio citopldsmico se libera en respuesta a Delta, un ligando unido
ala membrana que regula el destino celular durante el desarrollo.

La proteina precursora de amiloide (APP) es una proteina de
funcién desconocida que se escinde en la membrana para produ-
cir el péptido B-amiloide extracelular implicado en la enfermedad
de Alzheimer. Para Notch y APF la escision intramembrana no
se produce hasta que un evento de escisién primario elimina la
mayor parte de la proteina en la cara extracitopldsmica. Aunque
los sitios escindidos difieren en estas proteinas, el efecto neto del
primer paso es acortar el dominio extracitoplasmico a <30 ami-
nodcidos, lo que permite que la segunda escision libere una parte
del dominio citoplasmico.

El canal de Na* epitelial ENaC (un heterotrimero que consta
de subunidades a, By y) también es objeto de protedlisis intra-
membrana. Mientras que el ENaC esté todavia en el subcompar
timento vesicular de la via secretora, la proteasa furina escinde
el dominio extracelular de la subunidad o dos veces (después
de motivos consenso RXXR), liberando un péptido de 26 ami-
nodcidos. Por si sola, esta modificacion aumenta la probabilidad
de que ENaC esté abierto a ~0,30. La furina también escinde la
subunidad v, pero solo una vez. Varias proteasas extracelulares,
entre las que se encuentran la prostasina, la elastasa y la plas-
mina, pueden realizar una segunda escision después de que la
proteina haya alcanzado la membrana plasmatica. El resultado de
la escisién de la subunidad y es aumentar la probabilidad a casi
1,0. Por tanto, ambos ejemplos de protedlisis aumentan en gran
medida la actividad del canal.
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TABLA 3-1 Clasificacion de los receptores y de las vias de transduccion de seiales asociadas

CLASE DE
RECEPTOR

Canales i6nicos
regulados
por ligando
(receptores
ionotrépicos)

Receptores
acoplados
a proteinas G
heterotriméricas

(aBy)

Receptores
cataliticos

Receptores
intracelulares
(o nucleares)

Receptores
activados
por escision

COMPOSICION DE
SUBUNIDADES DEL RECEPTOR

Oligémeros heteroméricos

u homoméricos

Polipéptido Unico
con 7 segmentos
transmembrana

Polipéptido tnico con un
segmento transmembrana

Puede ser dimérico o
dimerizarse tras la activacion

Homodimeros de polipéptidos,
cada uno con multiples
dominios funcionales

Heterodimeros de polipéptidos,
cada uno con multiples
dominios funcionales

Polipéptido Unico con un
segmento transmembrana

LIGANDO

Extracelular
GABA
Glicina
ACh: musculo
ACh: nervio
5-HT
Glutamato: no-NMDA
Glutamato: NMDA
ATP (apertura)
Intracelular
GMPc (vision)
AMPc (olfato)
ATP (cierra el canal)
IP5
Ca®* o rianodina

Pequenas moléculas transmisoras
ACh
Noradrenalina
Péptidos
Oxitocina
PTH
NPY
Gastrina
CCK
Sustancias odoriferas
Ciertas citocinas, lipidos y moléculas
relacionadas

ANP

TGFB

NGF, EGF, PDGF. FGF, insulina, IGF-1

I:3, IL:5, I1-6, EPO, LIF, CNTF, GH,
IFN-0,, IFN-B, IFN-y, GM-CSF

CD45

Hormonas esteroideas
Mineralocorticoides
Glucocorticoides
Andrégenos
Estrogenos
Progestagenos

Otros
Hormonas tiroideas
Acido retinoico
Vitamina D
Prostaglandina

Jagged
Delta

ViA DE TRANSDUCCION DE SENALES
ACTIVADA POR EL RECEPTOR

Corriente de iones

Cl= > HCO3

CI~ > HCO3
Na*, K*, Ca?*
Na*, K*, Ca?*
Na*, K*

Na*, K*, Ca?*
Na*, K*, Ca?*
CaZ+’ Na*, Mgz+

Na*, K*
Na*, K*
K+

Caz+
Ca2+

Py activa directamente un efector
El AChR muscarinico activa el canal
de K* auricular
o activa una enzima
Ciclasas que sintetizan nucleodtidos
ciclicos (AMPc, GMPc)
Fosfolipasas que producen IP;
y diacilgliceroles
Fosfolipasas que producen AA
y sus metabolitos

Receptor guanilato-ciclasa
Receptores serina/treonina-cinasa
Receptor tirosina-cinasa

Receptor asociado a tirosina-cinasa

Receptor tirosina-fosfatasa

Se unen a secuencias reguladoras de
ADN y aumentan o disminuyen directa
o indirectamente la transcripcion
de genes especificos

Tras la escision del receptor su dominio
citosélico se transloca al nucleo y regula
la transcripcion génica

CCK, colecistocinina; NMDA, N-metil-D-aspartato; NPY, neuropéptido Y; PTH, hormona paratiroidea.

las actividades cataliticas intrinsecas del receptor o hace que
dicho receptor interacttie con enzimas citopldsmicas o de mem-
brana. La consecuencia final es la produccién de un segundo
mensajero o la activacion de una cascada catalitica.

Paso 3: transmision de la sefal del segundo mensajero a los
efectores apropiados. El segundo mensajero puede amplifi-
carse y transmitirse a regiones distantes dentro de la célula
por multitud de eventos, tales como la activacion de cinasas

y fosfatasas intracelulares que modifican la actividad de
otras enzimas y proteinas, la liberacion o secuestro de iones
intracelulares, o la regulacion de las vias metabdlicas que
generan ATP.

Paso 4: modulacion de los efectores. Estos efectores constituyen
un conjunto diverso de moléculas, como enzimas, canales
ionicos, componentes del citoesqueleto y factores de trans-
cripcion. El segundo mensajero puede modular su expresion o
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actividad, asi como modificar su ubicacién o la disponibilidad
de sustrato.

Paso 5: respuesta de la célula al estimulo inicial. Este conjunto de
acciones representa la sumacion y la integracion de informacio-
nes procedentes de multiples vias de seiializacion.

Paso 6: finalizacién de la respuesta por parte de los mecanismos
de retroalimentacion en alguno o todos los niveles de la via de
sefalizacion.

Las células también pueden comunicarse
por interacciones directas: seiializacion yuxtacrina

Uniones en hendidura Las células vecinas pueden estar aco-
pladas eléctrica y metabdlicamente mediante uniones en hendidura
(gap junctions) formadas por la interaccion de conexinas en dos
membranas celulares estrechamente yuxtapuestas (v. pags. 158-
159). Estos canales llenos de agua facilitan el paso de iones inorga-
nicos y pequefias moléculas, como Ca*" y adenosina-monofosfato
ciclico 3’,5” (AMPc), desde el citoplasma de una célula al citoplasma
de una célula adyacente. Las uniones en hendidura de los mamife-
ros permiten el paso de moléculas menores de ~1.200 Da, pero res-
tringen el movimiento de las moléculas mayores de ~2.000 Da. Las
uniones en hendidura son también unas vias excelentes para el flujo
de corriente eléctrica entre las células adyacentes y desempefian un
papel crucial en el musculo cardiaco y liso.

La permeabilidad de las uniones en hendidura puede regularse
con rapidez por cambios de las concentraciones citosélicas de Ca*,
AMPc y H" asi como por el voltaje a través de la membrana celular
0 V. Este tipo de modulacidn tiene importancia fisiolégica para
la comunicacién intercelular. Por ejemplo, si la membrana plas-
matica de una célula estd dafiada, el Ca’* entra pasivamente a la
célula y eleva la [Ca*']; a niveles toxicos. La elevacion de la [Ca*']
intracelular en la célula dafiada provoca el cierre de las uniones en
hendidura, lo que impide el flujo de cantidades excesivas de Ca**
a la célula adyacente.

Uniones adherentes y estrechas Las uniones adherentes se
forman como consecuencia de las interacciones dependientes
de Ca’* de los dominios extracelulares de proteinas transmem-
brana denominadas cadherinas (v. pag. 17). El agrupamiento
de cadherinas en el sitio de interaccién con una célula adyacente
provoca el agrupamiento secundario de proteinas intracelulares
denominadas cateninas, que a su vez actiian como lugares de
anclaje para el citoesqueleto de actina intracelular. Por tanto,
las uniones adherentes proporcionan pistas importantes para el
mantenimiento de la arquitectura normal de la célula, asi como
para la organizacion de grupos de células en tejidos.

Ademds de desempefiar un papel homeostatico, las uniones
adherentes pueden desempeiiar una funcion de sefalizacion
durante el desarrollo y la remodelacion de los drganos. En una
célula que presenta una asociacién estable con sus vecinas, una ca-
tenina denominada B-catenina estd secuestrada principalmen-
te en las uniones adherentes, lo que minimiza la concentracion
de B-catenina libre. Sin embargo, la alteracion de las uniones
adherentes tras la estimulacién por determinados factores de cre-
cimiento, por ejemplo, provoca que la B-catenina se disocie de la
cadherina. El aumento resultante de la concentracion de
[-catenina libre favorece la translocacion de [B-catenina al nucleo.
Allf, la B-catenina regula la transcripcion de varios genes, inclui-
dos los que favorecen la proliferacion y la migracion celulares.
O n3-2

A semejanza de las uniones adherentes, las uniones estrechas
(v. pags. 43-44) comprenden proteinas transmembrana que se

unen con sus homologas de las células adyacentes, asi como
proteinas intracelulares que estabilizan el complejo y ademas
tienen una funcién de sefalizacidn. Las proteinas transmem-
brana (incluidas las claudinas, la ocludina y la molécula de
adhesion de la unioén [junctional adhesion molecule, JAM]) y sus
dominios extracelulares crean la barrera de difusion de la unién
estrecha. Una de las proteinas integrales citoplasmicas de las
uniones estrechas, la proteina de zonula occludens 1 (ZO-1), se
colocaliza con una serina/treonina cinasa denominada WNK1,
) N3-3 que se encuentra en ciertas células epiteliales del tubu-
lo renal que reabsorben Na®y Cl™ desde la luz tubular. Median-
te la fosforilacion de claudinas especificas en el complejo de la
union estrecha, WNKI1 determina la permeabilidad paracelular
al ClI7, lo que ayuda a regular la captacion de NaCl desde el fil-
trado glomerular. Las mutaciones de WNK1 que aumentan el
movimiento de Cl™ a través de las uniones estrechas (v. pags.
754-755) incrementan la reabsorcidn de sal por el rindn y causan
hipertension.

Ligandos asociados a membrana Otro mecanismo por el que
las células pueden comunicarse directamente es la interaccion
de un receptor de la membrana plasmatica con un ligando que
es una proteina de membrana de una célula adyacente. Dichos
ligandos asociados a membrana pueden proporcionar pistas
espaciales en la migracion celular. Por ejemplo, un ligando efrina
expresado en la superficie de una célula puede interactuar con
un receptor Eph en una célula cercana. La activacion resultante
del receptor Eph puede, a su vez, proporcionar sefiales para
regular acontecimientos del desarrollo como el guiado axénico
en el sistema nervioso y el guiado de las células endoteliales en
la vasculatura.

Ligandos de la matriz extracelular Las células también reciben
informacién de su entorno extracelular a través de receptores de la
superficie celular que interactian con la matriz extracelular. Estos
receptores, denominados integrinas (v. pag. 17), tienen un dominio
extracelular que interactiia con secuencias de aminodcidos que son
especificas de determinados componentes de la matriz, como el
colageno, la fibronectina y la laminina. Esta interaccién ligando-
receptor produce un cambio conformacional en la integrina que
favorece la acumulacién de un grupo de moléculas de senalizacion
(lo que se denomina disco de adhesién o adhesion focal) en el
lado citosdlico de la membrana. La adhesion focal incluye proteinas
pequenias de unién a GTP (v. pag. 56), como Rac y Rho, que regulan
el anclaje y el recambio del citoesqueleto de actina, asi como cinasas
intracelulares como la cinasa de adhesién focal (FAK) y Src, que
controlan procesos tan diversos como la proliferacion, la migraciéon
y la diferenciacion celulares. Por tanto, mediante la deteccion de un
cambio en la composicion de la matriz, las células pueden activar
respuestas migratorias necesarias para la reparacion de 6rganos
o pueden experimentar una diferenciacién terminal durante el
desarrollo de los 6rganos.

Los sistemas de segundo mensajero amplifican
las seiiales e integran las respuestas entre los tipos
celulares

Una vez que la sefial se ha recibido en la superficie de la célula
suele amplificarse y transmitirse a sitios especificos dentro de la
célula mediante segundos mensajeros. Para que una molécula
actiie como segundo mensajero, su concentracion, activacion
y localizacion deben estar finamente reguladas. La célula logra
este control produciendo o activando rapidamente el segundo
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N3-3 WNK cinasas

Colaboracién de Lloyd Cantley

La concentracion de B-catenina libre en el citoplasma esté regula-
da por un grupo de proteinas citosélicas (incluida la proteina de la
poliposis adenomatosa del colon [APC] que estd mutada en algu-
nos cénceres de colon) que se unen y fosforilan a la B-catenina,
lo que la dirige a su degradacion. Por tanto, la inhibiciéon de esta
via reguladora, como ocurre tras la activacion de la sefalizacion
Wnt durante el desarrollo, aumentara los niveles de B-catenina y
favorecera su localizacion nuclear y la regulacion transcripcional.

Colaboracion de Lloyd Cantley

Las WNK cinasas son serina/treonina-cinasas que presentan la
caracteristica Unica de carecer de un residuo de lisina altamente
conservado en el dominio catalitico (especificamente, subdo-
minio |) de la enzima. Por tanto, son cinasas «sin K», es decir,
sin residuo lisina (el coédigo de una sola letra para la lisina es K).
Estas cinasas han surgido como reguladores muy importantes del
transporte iénico epitelial en el rindn, principalmente a través de
cambios dependientes de fosforilacion de la localizacion superfi-
cial del canal iénico y de su actividad.
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mensajero y luego inactivandolo o degradandolo. Para garantizar
que el sistema vuelva al estado de reposo cuando el estimulo se
elimina existen actividades compensadoras que intervienen en
cada paso de la cascada.

La participaciéon de los segundos mensajeros en cascadas cata-
liticas proporciona numerosas posibilidades para amplificar una
senal. Por ejemplo, la unién de un ligando a su receptor puede
generar cientos de moléculas de segundo mensajero, que, a su
vez, pueden modificar la actividad de miles de efectores en pasos
subsiguientes. Esta modulacion suele implicar la conversion de una
especie inactiva en una molécula activa o viceversa. Un ejemplo de
creacién de una especie activa seria las proteinas G que provocan
la formacion del segundo mensajero AMPc (v. pags. 56-57), mien-
tras que un ejemplo de destruccién de una especie activa seria las
proteinas G que provocan la degradacion de un segundo mensajero
relacionado, el GMPc (v. pag. 58).

Los sistemas de segundo mensajero también permiten tanto
la especificidad como la diversidad. Distintas combinaciones de
ligando-receptor que activan las mismas vias de sefializacion
intracelular suelen producir la misma respuesta celular. Por ejem-
plo, la adrenalina, la corticotropina (ACTH), el glucagon y la
tirotropina (TSH) senalizan a través del AMPc para inducir la
degradacion del triacilglicerol. En cambio, una misma molécula
de sefalizacién puede producir distintas respuestas en células
diferentes, dependiendo del complemento de receptores y de las
vias de transduccion de sefales que estén disponibles en la célu-
la, asi como de la funcidén especializada que la célula lleve a cabo
en el organismo. Por ejemplo, la ACh estimula la contraccion de
las células del musculo esquelético, inhibe la contraccién de las
células miocardicas y facilita la exocitosis de granulos secretores
de las células de los acinos pancredticos. Esta molécula de sefia-
lizacion logra estos diferentes resultados finales mediante la
interaccion con receptores diferentes en cada célula. Por dltimo,
incluso en una misma célula, un segundo mensajero como el
AMPc puede actuar en microdominios para dirigirse a un con-
junto especifico de moléculas efectoras, lo que confiere especifi-
cidad espacial. @) N3-4

La diversidad y la especializacion de los sistemas de segundo
mensajero son importantes para un organismo pluricelular, como
puede observarse en la respuesta coordinada de un organismo a
una situacion estresante. En estas condiciones, la glandula supra-
rrenal libera adrenalina. Los diferentes sistemas de drganos res-
ponden a la adrenalina de manera distinta, como la activacién de
la degradacion del glucdgeno en el higado, la constriccion de los
vasos sanguineos de la piel, la dilatacién de los vasos sanguineos
en el musculo esquelético, la dilatacién de las vias respiratorias
en los pulmones y el aumento de la frecuencia y la fuerza de con-
traccién cardiacas. El efecto global es una respuesta integrada
que prepara al organismo para el ataque, la defensa o la huida. En
cambio, los comportamientos celulares complejos, como la proli-
feracion y la diferenciacion, suelen estimularse por combinaciones
de senales en lugar de por una tnica sefal. La integracion de estos
estimulos requiere una interrelacidn entre las diversas cascadas
de senalizacion.

Como se analiza mas adelante, la mayoria de las vias de trans-
duccién de seniales utilizan cascadas complejas de proteinas de
sefializacion para transmitir informacion desde la superficie
celular a efectores de la membrana celular, el citoplasma o el
nucleo. En el capitulo 4 se describe como las vias de transduccion
de sefiales que conducen al nicleo pueden afectar a la célula
mediante la modulacion de la transcripcién génica. Estos son
efectos genomicos. Los sistemas de transduccién de sefiales que
se proyectan a la membrana celular o al citoplasma producen
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efectos no gendémicos, lo que constituye el tema central de este
capitulo.

RECEPTORES QUE SON CANALES IONICOS

Los canales idnicos regulados por ligando transducen
una seiial quimica en una seiial eléctrica

La propiedad que define a los canales ionicos regulados por
ligando dentro de los receptores transmembrana con multiples
subunidades es que la propia molécula de senializacién controla
la apertura y el cierre de un canal iénico mediante su unién a
un sitio en el receptor. Estos receptores se denominan también
receptores ionotropicos para distinguirlos de los receptores
metabotropicos, que actian a través de «vias metabolicas». Una
superfamilia de canales regulados por ligando engloba los recep-
tores ionotropicos de ACh, serotonina, 4cido gammaaminobutiri-
co (GABA) y glicina. La mayor parte de la informacion estructural
y funcional sobre los receptores ionotropicos proviene de los
receptores de ACh (AChR) nicotinicos presentes en el musculo
esquelético (v. fig. 8-7). El AChR nicotinico es un canal cationico
que consta de cuatro subunidades transmembrana, o, 3, Yo €y 5,
seglin una estequiometria de 2:1:1:1. Este receptor se denomina
nicotinico porque la nicotina contenida en el tabaco puede activar
o abrir el canal y, por tanto, modificar la V,,. Hay que senalar
que el AChR nicotinico es muy diferente al AChR muscarini-
co que se describe mds adelante y que no es un canal regulado por
ligando. Otros ejemplos de canales regulados por ligando son el
de inositol 1,4,5-trisfosfato (IP;) y el canal de liberacién de Ca™
(también denominado receptor de rianodina). Ambos receptores
son canales de Ca’* tetraméricos situados en las membranas de
los organulos intracelulares.

RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Los receptores acoplados a proteinas G (RAPG) constituyen la
familia mds grande de receptores de la superficie celular, con més
de 1.000 miembros conocidos o predichos a partir de secuen-
cias genomicas. Los RAPG median las respuestas celulares a un
conjunto diverso de moléculas de senalizaciéon, como hormonas,
neurotransmisores, péptidos vasoactivos, sustancias odoriferas
y gustativas y otros mediadores locales. A pesar de la diversidad
quimica de sus ligandos, la mayoria de los receptores de esta
clase tienen una estructura similar (fig. 3-3). Constan de una
unica cadena polipeptidica con siete segmentos o.-helicoidales
transmembrana, un extremo N-terminal extracelular que esta
glucosilado, un gran bucle citopldsmico que se compone prin-
cipalmente de aminodcidos hidrofilos entre las hélices 5y 6 y
un dominio hidréfilo en el extremo C-terminal citopldsmico.
La mayoria de los ligandos pequeiios (p. €j., la adrenalina) se
unen en el plano de la membrana en un sitio que abarca varios
segmentos transmembrana. En el caso de ligandos proteicos
mas grandes, una porcion del extremo N-terminal extracelular
también participa en la union al ligando. El bucle citoplasmi-
co 5,6 parece ser el principal sitio de interaccion con la proteina
G intracelular, aunque el bucle citoplasmico 3,4 y el extremo
C-terminal contribuyen también a la unién en algunos casos.
La unién del RAPG a su ligando extracelular regula esta interac-
cién entre el receptor y las proteinas G, lo que transmite una
sefial a efectores posteriores. En los cuatro apartados siguientes
se exponen los principios generales de como funcionan las
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N3-4 Compartimentacion de los efectos
de los segundos mensajeros

Colaboracion de Laurie Roman

En el libro de texto solo se ha hecho referencia a la concen-
tracién celular total de los segundos mensajeros intracelulares
(p. ej., el AMPc), como si estos mensajeros se distribuyeran
uniformemente a lo largo de la célula. Sin embargo, algunos
fisidlogos celulares y bidlogos celulares creen que los efectos
locales de los segundos mensajeros intracelulares pueden ser
extremadamente importantes a la hora de dirigir el funcionamien-
to de los procesos de transduccion de sefales. Un elemento de
evidencia para tales efectos locales es que los receptores de hor-
monas y otros agonistas extracelulares a menudo forman parte de
conglomerados macromoleculares de proteinas que comparten
un papel fisiolégico comun. Por ejemplo, un receptor hormonal,
su proteina G heterotrimérica asociada, una enzima amplificadora
(p. €j., adenilato-ciclasa) que produce el segundo mensajero intra-
celular (p. ej., AMPc), otras proteinas (p. €j., la proteina de anclaje
de la cinasa A [AKAP]) y la molécula efectora (p. ej., proteina-
cinasa A) pueden residir en un microdominio en la membrana
celular. Por tanto, es posible que una hormona concreta pueda
actuar incrementando localmente la [AMPc]; a niveles mucho
mayores que en las zonas vecinas, de modo que de todas las
proteinas celulares potencialmente sensibles al AMPc, solo un
subgrupo local de estos objetivos puede activarse por el AMPc
recién sintetizado.

Un segundo elemento de evidencia de los efectos locales del
AMPc es la amplia distribucion de las fosfodiesterasas, que seria
previsible que degradasen el AMPc y limitasen su capacidad de
propagarse por toda la célula.
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Espacio
extracelular

Figura 3-3 Receptor acoplado a proteina G.

proteinas G y luego se describen tres grandes sistemas de segundo
mensajero activados por las proteinas G.

PROPIEDADES GENERALES
DE LAS PROTEINAS G

Las proteinas G son heterotrimeros que existen
en muchas combinaciones de subunidades o, By y
diferentes

Las proteinas G son miembros de una superfamilia de proteinas de
union a GTP. Esta superfamilia comprende las proteinas G hetero-
triméricas clésicas que se unen al RAPG, asi como las denominadas
proteinas pequefias de union a GTP, como Ras. Tanto las protei-
nas G heterotriméricas como las pequenas pueden hidrolizar el GTP
y alternar entre un estado activo unido a GTP y un estado inactivo
unido a GDP.

Las proteinas G heterotriméricas estin compuestas de tres sub-
unidades, o, B y 7. En los tejidos de mamiferos existen por lo me-
nos 16 subunidades o diferentes (~42-50 kDa), 5 subunidades [§
(~33-35kDa) y 11 subunidades y (~8-10 kDa). La subunidad o
se une al GTP y lo hidroliza y también interactua con proteinas
efectoras posteriores, como la adenilato-ciclasa. Historicamente
se pensaba que las subunidades o proporcionaban la especificidad
principal de cada tipo de proteina G y que el complejo By servia de
anclaje del complejo trimérico a la membrana. Sin embargo, ahora
se sabe que el complejo By también interviene en la transduccion
de sefiales al interactuar con moléculas efectoras distintas de las
reguladas por las subunidades o. Ademas, tanto la subunidad o
como la y participan en el anclaje del complejo a la membrana.
La subunidad o se mantiene unida a la membrana por un grupo
miristil o palmitoil, mientras que la subunidad y se mantiene unida
mediante un grupo prenil.

Las distintas subunidades o, 3 y ¥ presentan una distribucién
tisular caracteristica e interactan con distintos receptores y efecto-
res (tabla 3-2). Dada la existencia de varios cientos de combinaciones
potenciales de las subunidades o, B y y conocidas, las proteinas G
son idoneas para intervenir en la unién de varios receptores a una
diversidad de efectores. Las numerosas clases de proteinas G, junto
con la presencia de varios tipos de receptores para un tnico ligando,

CUADRO 3-1 Accion de toxinas
sobre proteina G heterotriméricas

La toxina del cdlera, un producto secretor de la bacteria

Vibrio cholerae, es responsable en parte de las devastadoras
caracteristicas del cdélera. La toxina es una proteina oligomérica
compuesta por una subunidad A y cinco subunidades B (ABs).
Después de la entrada de la toxina del célera en las células epi-
teliales intestinales, la subunidad A se separa de las subunida-
des By se activa por escision proteolitica. El fragmento A1 activo
resultante cataliza la ADP-ribosilacién de Gos. Esta ribosilacion,
que implica la transferencia del residuo ADP-ribosa desde la forma
oxidada del dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD") a la
subunidad a, inhibe la actividad GTPasa de Go,,. Como resultado
de esta modificacién permanece en su forma activada, unida a
GTP y puede activar la adenilato-ciclasa. En las células epiteliales
intestinales la Ga,s activada constitutivamente eleva la concen-
tracion de AMPc, lo que provoca un aumento de la conductancia
al CI” y del flujo de agua, lo que contribuye a la gran pérdida de
liquido caracteristica de esta enfermedad.

Un producto bacteriano relacionado es la toxina pertussis,
que también es una proteina ABs. Se sintetiza por Bordete-
lla pertussis, el agente causante de la tos ferina. La toxina
pertussis ADP-ribosila la Ga. Esta Goy ADP-ribosilada no puede
intercambiar su GDP (estado inactivo) por GTP. Por tanto, o
permanece en su estado inactivo unida a GDP. Como resultado,
la ocupacion del receptor ya no puede liberar la oi-GTP activa,
por lo que la adenilato-ciclasa no se puede inhibir. Por consi-
guiente, la toxina del célera y la toxina pertussis aumentan la
produccion de AMPc.

I a enfermedad diarreica infecciosa tiene multiples causas.

proporcionan un mecanismo por el cual una sefial comun puede
causar la respuesta fisioldgica adecuada en diferentes tejidos. Por
ejemplo, cuando la adrenalina se une a receptores [3,-adrenérgicos
en el corazdn estimula la adenilato-ciclasa, lo que incrementa la
frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion. Sin embargo, en
la periferia la adrenalina actta sobre receptores 0,,-adrenérgicos
acoplados a una proteina G que inhibe la adenilato-ciclasa, lo que
aumenta la resistencia vascular periférica y, por tanto, aumenta el
retorno venoso y la presion arterial.

La enzima adenilato-ciclasa fue uno de los primeros efectores en
los que se descubri6 que respondian a las proteinas G. La proteina G
heterotrimérica denominada G, se denomind asi porque estimula
la adenilato-ciclasa. Una clase distinta de proteinas G se bautizé G;
porque es responsable de la inhibicién dependiente de ligando de la
adenilato-ciclasa. La identificacion de estas clases de proteinas G se
facilit6 en gran medida por la observacién de que las subunidades o
de las proteinas G concretas son sustratos para la ADP-ribosilacion
catalizada por toxinas bacterianas. La toxina de Vibrio cholerae
activa la proteina G,, mientras que la toxina de Bordetella pertussis
inactiva la G; inhibidora de la ciclasa (v. cuadro 3-1).

Por su trabajo en la identificacion de las proteinas G y el escla-
recimiento del papel fisiologico de estas proteinas, Alfred Gilman
y Martin Rodbell recibieron el Premio Nobel de Fisiologia o Medi-
cina de 1994. €Y N3-5

La activacion de las proteinas G sigue un ciclo

En su estado inactivo las proteinas G heterotriméricas son un
complejo de subunidades o, B y yen el cual el GDP ocupa el sitio
de unién al nucledtido de guanina de la subunidad a. Después
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N3-5 Alfred Gilman y Martin Rodbell

Se puede consultar més informacion sobre Alfred Gilman y Martin
Rodbell y sobre los trabajos por los que recibieron el Premio Nobel
en http://www.nobel.se/medicine/laureates/1994/index.html
(consultado en octubre de 2014).
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TABLA 3-2 Familias de proteinas G

FAMILIA/ )
SUBUNIDAD % DE IDENTIDAD TOXINA DISTRIBUCION RECEPTOR EFECTOR/PAPEL
G; (o)
Ols(s) 100 CTX Ubicua B-adrenérgico, TSH, T Adenilato-ciclasa
Ol glucagon, otros T Canal de Ca?*
Oloit 88 CTX Epitelio olfatorio Sustancias odoriferas T Adenilato-ciclasa

Abre el canal de K*
G (o)
oy 100 PTX ~Ubicua M,, ap-adrenérgico, T 1P, DAG, Ca?' y AA,
Qi 88 PTX Ubicua otros 1 adenilato-ciclasa
i3 PTX ~Ubicua
Ooia 73 PTX Cerebro, otros Metencefalina,
Oloip 73 PTX Cerebro, otros o,-adrenérgico, otros
Ol 68 PTX, CTX Bastones de la retina Rodopsina T GMPc-fosfodiesterasa
Olp 68 PTX, CTX Conos de la retina Opsina del cono
O 67 PTX, CTX Botones gustativos Gusto
o, 60 Cerebro, suprarrenal, ? 1 Adenilato-ciclasa

plaqueta

Gq
Ol 100 ~Ubicua M;, a-adrenérgico, T PLCP1, PLC B2, PLC B3
Ol 88 ~Ubicua otros
o 79 Pulmon, rinén, higado
Ol 57 Linfocito B, mieloide
g 58 Linfocito T, mieloide Varios receptores T PLCB1, PLC B2, PLC B3
G,
Olip 100 Ubicua
Olig 67 Ubicua

CTX, toxina del cdlera; PTX, toxina pertussis.

de la unién del ligando al RAPG (fig. 3-4, paso 1), un cambio
conformacional en el complejo receptor-proteina G facilita la
liberacion del GDP unido y la unién simultanea del GTP a la
subunidad o (v. fig. 3-4, paso 2). Este intercambio GDP-GTP
estimula la disociacion entre el complejo y el receptor (v. fig. 3-4,
paso 3) y provoca la disgregacion del trimero en una subunidad o
libre unida a GTP y un complejo By separado (v. fig. 3-4, paso 4).
La subunidad o unida a GTP interactua en el plano de la mem-
brana con efectores posteriores, como la adenilato-ciclasa y fos-
folipasas (v. fig. 3-4, paso 5), o la escisién de su grupo miristoil
o palmitoil puede liberar la subunidad o de la membrana. De
forma similar, la subunidad By puede activar canales idnicos u
otros efectores.

La subunidad o es ademds una enzima que cataliza la hidrolisis
del GTP a GDP y fosfato inorganico (P;). El resultado es un com-
plejo 0-GDP inactivo que se disocia de sus efectores posteriores y se
reasocia con una subunidad By (v. fig. 3-4, paso 6); esta reasociacion
termina la sefializacion y devuelve el sistema al estado de reposo
(v. fig. 3-4, paso 1). La subunidad By estabiliza el complejo a-GTP
¥, por tanto, disminuye sustancialmente la velocidad de intercambio
GDP-GTP (v. fig. 3-4, paso 2) y atenua la transmision de la sefal
en el estado de reposo.

La familia de proteinas RGS (acrénimo en inglés de «regulacion
de la senalizacion de proteinas G») parece potenciar la actividad
GTPasa intrinseca de algunas subunidades o.. Los investigadores
han identificado al menos 19 proteinas RGS en mamiferos y han

demostrado que estas interactdan con subunidades o especificas.
Las proteinas RGS estimulan la hidrolisis del GTP vy, por tanto, la
finalizacion de la senalizacion.

Las subunidades o activadas se acoplan a diversos
efectores, como enzimas y canales idnicos

Las subunidades o activadas pueden acoplarse a diversas enzimas.
Una enzima importante que actda como efector de las subunida-
des o activadas es la adenilato-ciclasa (fig. 3-5A), que cataliza la
conversion de ATP a AMPc. Esta enzima puede activarse o inhibir-
se por la sefializacién de proteinas G, dependiendo de si se asocia
con la forma unida a GTP de Go (estimuladora) o de Go; (inhibi-
dora). Por tanto, diferentes ligandos (actuando mediante distintas
combinaciones de RAPG y proteinas G) pueden tener efectos opues-
tos sobre la misma via de sefializacién intracelular. €Y N3-4

Las proteinas G también pueden activar enzimas que degradan
los nucledtidos ciclicos. Por ejemplo, la proteina G denominada
transducina contiene una subunidad o, que activa la GMPc fos-
fodiesterasa, lo que a su vez cataliza la degradacion del GMPc a
GMP (v. fig. 3-5B). Esta via desempefia un papel clave en fototrans-
duccidn en la retina (v. pag. 368).

Las proteinas G también pueden acoplarse a fosfolipasas.
Estas enzimas catabolizan fosfolipidos, como se explica en detalle
mas adelante en el apartado sobre segundos mensajeros de pro-
teinas G. Esta superfamilia de fosfolipasas puede subdividirse en
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El receptor (R)
contiene 7 segmentos

2
Tras la unién del ligando, el complejo receptor
-proteina G experimenta un cambio conformacional
que favorece el intercambio de GDP por GTP.

Proteina G

Citosol

La proteina G se
disocia del receptor.

0-GTP y Pyse disocian.

Las submu%des j
-

La hidrdlisis catalizada por o del
Ahora tanto 0-GTP como By pueden inter- GTP a GDP inactiva o y favorece
actuar con sus efectores respectivos (E1, E2). el reensamblaje del trimero.

f Los miembros de la
e familia RGS de reguladores
de proteinas G
estimulan la hidrélisis
del GTP con algunas,
pero no todas, las
subunidades o

Figura 3-4 Ciclo enzimaético de proteinas G heterotriméricas.
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A PROTEINAS G ACTUANDO A TRAVES DE LA ADENILATO-CICLASA

Espacio
extracelular

Adenilato-ciclasa

Complejo de proteina G

l (inhibidor)

B PROTEINAS G ACTUANDO A TRAVES DE UNA FOSFODIESTERASA
Luz

H_/
Complejo de proteina G
(estimulador) f®

1‘~:1,éu»ip.:f.:licoaacﬁval1’>

la proteina-cinasa A.

Citosol

Espacio
extracelular

AMP ciclico

Citosol

;Y_)
Complejo de proteina G
(transducina)

Espacio
extracelular

C PROTEINA G ACTUANDO A TRAVES DE UNA FOSFOLIPASA

El DAG activa la enzima
proteina-cinasa C.

Complejo de proteina G

ELIP, setializala liberacid
de Ca?* del RE.

Figura 3-5 Efectos de las subunidades o activadas. A, Cuando un ligando se une a un receptor acoplado a oy la adenilato-ciclasa (AC) se activa, mientras
que cuando un ligando se une a un receptor acoplado a o; la enzima se inhibe. La enzima activada convierte el ATP en AMPc, que luego puede activar la PKA.
B, En la fototransduccion, un fotén interactta con el receptor y activa la proteina G transducina. La o, activa la fosfodiesterasa (PDE), que a su vez hidroliza
el GMPc; esto reduce las concentraciones intracelulares de GMPc vy, por tanto, cierra los canales activados por el GMPc. C, En este ejemplo el ligando se
une a un receptor que esta acoplado a o, que activa la PLC. Esta enzima convierte el PIP, en IP; y DAG. El IP; produce la liberacion de Ca?* de sus depositos
intracelulares, mientras que el DAG activa la PKC.
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fosfolipasa A,, C o D, basandose en el punto en el que la enzima
escinde los fosfolipidos. Las proteinas G que tienen una subuni-
dad o, activan la fosfolipasa C, que escinde el fosfatidilinositol
4,5-bifosfato en dos mensajeros intracelulares, el diacilglicerol
asociado a membrana y el IP; citosoélico (v. fig. 3-5C). El diacil-
glicerol estimula la proteina cinasa C, mientras que el IP; se une
a un receptor en el reticulo endopldsmico (RE) de la membrana
y desencadena la liberacién de Ca’* a partir de sus depdsitos
intracelulares.

Algunas proteinas G interactian con canales iénicos. Los
agonistas que se unen a los receptores -adrenérgicos activan el
canal de Ca®* tipo L (v. pags. 190-191) en el corazon y el musculo
esquelético. La subunidad o de la proteina G G, se une y estimula
directamente los canales de Ca’" de tipo L e, indirectamente,
también estimula este canal a través de una cascada de trans-
duccién de seniales que implica la fosforilacion dependiente de
AMPc del canal.

Las subunidades Py pueden activar efectores

Tras la activacion y la disociacion de la proteina G heterotriméri-
ca, las subunidades By también pueden interactuar con efectores.
El neurotransmisor ACh liberado a partir del nervio vago reduce
la frecuencia y la fuerza de contraccion cardiacas. Esta accion en
las auriculas del corazén estd mediada por AChR muscarinicos M,,
pertenecientes a la familia de RAPG (v. pag. 341). Estos receptores
pueden activarse por la muscarina, un alcaloide que se encuentra
en ciertos hongos venenosos. Los AChR muscarinicos son muy
diferentes de los AChR nicotinicos mencionados antes, que son
canales idnicos regulados por ligando. La unién de ACh a los
receptores muscarinicos M, en las auriculas activa una proteina G
heterotrimérica, lo que da lugar a la produccion de Go; activada
asi como de un complejo libre de subunidades By. El complejo By
interactda a continuacion con una clase particular de canales de
K"y aumenta su permeabilidad. Este aumento de permeabilidad
al K" mantiene el potencial de membrana relativamente negativo
¥, por tanto, hace que la célula sea mas resistente a la excitacion.
El complejo de subunidades By también modula la actividad de la
adenilato-ciclasa y de la fosfolipasa C y estimula la fosfolipasa A,.
Estos efectos de By pueden ser independientes, sinérgicos o
antagonicos de la accion de la subunidad o. Por ejemplo, los
estudios en los que se utilizan diferentes isoformas de adenilato-
ciclasa han demostrado que el complejo By purificado estimula
algunas isoformas, inhibe otras y en algunas no tiene ningtin
efecto. Diferentes combinaciones de isoformas By pueden tener
actividades distintas. Por ejemplo, la eficacia de By, a la hora
de estimular la adenilato-ciclasa tipo II es la décima parte que
la de B,Ys.

Algunos complejos By pueden unirse a una proteina-cinasa
especial denominada receptor B-adrenérgico cinasa (BARK).
Como resultado de esta interaccion la BARK se transloca a la
membrana plasmatica, donde fosforila el complejo ligando-recep-
tor (pero no el receptor no unido). Esta fosforilacién provoca el
reclutamiento de B-arrestina al RAPG, que a su vez interviene en
la disociacion del complejo receptor-ligando y, por tanto, atenta
la actividad de los mismos receptores B-adrenérgicos que origi-
naron el complejo By para empezar. Esta accién es un ejemplo de
desensibilizacidn del receptor. Estos receptores fosforilados al
final son endocitados, lo que reduce transitoriamente el nimero
de receptores que estan disponibles en la superficie celular. Esta
endocitosis es un paso importante para la resensibilizacion del
sistema receptor.

Las proteinas pequeias de union a GTP intervienen
en un gran namero de procesos celulares

Un grupo distinto de proteinas que tienen relacién estructural
con la subunidad o de las proteinas G heterotriméricas son las
proteinas pequefias de uniéon a GTP. Se han identificado mas
de 100 de ellas hasta la fecha y se han dividido en cinco grupos:
familias Ras, Rho, Rab, Arfy Ran. Estas proteinas de 21 kDa pueden
estar asociadas a la membrana (p. ej., Ras) o pueden translocarse
entre la membrana y el citosol (p. ¢j., Rho).

Las tres isoformas de Ras (NRas, HRas y KRas) transmiten
sefiales desde la membrana plasmatica al nucleo a través de una
compleja cascada de cinasas (v. pags. 89-90), regulando asi la trans-
cripcion génica. En algunos tumores la mutacion de los genes que
codifican las proteinas Ras da lugar a Ras constitutivamente activas.
Estos genes mutados se denominan oncogenes, porque el producto
génico Ras alterado promueve la transformacion maligna de una
célula y puede contribuir al desarrollo de cancer (oncogénesis).
En cambio, los miembros de la familia Rho intervienen principal-
mente en el reordenamiento del citoesqueleto de actina. Rab y Arf
regulan el trafico vesicular, mientras que Ran regula el transporte
nucleocitoplasmico.

De forma similar a la subunidad o de las proteinas G hetero-
triméricas, las pequeiias proteinas de unién a GTP alternan entre
una forma inactiva unida a GDP y una forma activa unida a GTP.
Dos clases de proteinas reguladoras modulan la actividad de estas
proteinas pequenas de unién a GTP. La primera de ellas incluye
las proteinas activadoras de GTPasa (GAP, de GTPase-activating
proteins) y la neurofibromina (producto del gen de la neurofi-
bromatosis tipo 1). Las GAP aumentan el ritmo al que las proteinas
pequenas de union a GTP hidrolizan el GTP unido vy, por tanto,
producen una inactivacion mds rdpida. La actividad de las GAP se
ve contrarrestada por los factores de intercambio de nucleétidos
de guanina (GEF, de guanine nucleotide exchange factors) como
«son of sevenless» 0 SOS (v. pag. 69), que promueven la conversiéon
de Ras-GDP inactiva a Ras-GTP activa. Curiosamente, el AMPc
activa directamente varios GEF, como Epac (proteina de intercam-
bio activada por AMPc); esto demuestra una interrelacion entre
una via de sealizacion cldsica de proteina G heterotrimérica y las
proteinas G pequefias similares a Ras.

SEGUNDOS MENSAJEROS DE PROTEINAS G:
NUCLEOTIDOS CICLICOS

El AMPc normalmente ejerce su efecto aumentando
la actividad de la proteina-cinasa A

La activacion de receptores acoplados a G, estimula la adenilato-
ciclasa, lo que puede hacer que la [AMPc]; aumente 5 veces en
alrededor de 5 segundos (v. fig. 3-5A). Este aumento repentino se
contrarresta por la degradacion del AMPc a AMP por la AMPc fos-
fodiesterasa. Los efectos de este aumento de la [AMPc]; dependen
de los microdominios celulares concretos en los que se produce
dicho aumento, asi como de las funciones especializadas que lleva
a cabo la célula diana en el organismo. Por ejemplo, en la corteza
suprarrenal, la estimulacion por ACTH de la producciéon de AMPc
da lugar a la secrecion de aldosterona y cortisol (v. pag. 1023); en
el rindén, un aumento de los niveles de AMPc inducida por vaso-
presina facilita la reabsorcion de agua (v. pag. 818). El exceso de
AMPc también es responsable de ciertas afecciones patologicas,
como el cdlera (v. cuadro 3-1). Otro proceso patoldgico asociado
con un exceso de AMPc es el sindrome de McCune-Albright,
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caracterizado por una triada de: 1) hiperfuncidn variable de varias
glandulas endocrinas, incluida pubertad precoz en las nifas;
2) lesiones oseas, y 3) lesiones cutaneas pigmentadas (manchas
café con leche). Este trastorno se debe a una mutaciéon somatica
durante el desarrollo que activa constitutivamente la subunidad o
de la proteina G en un patrén de mosaico.

El AMPc ejerce muchos de sus efectos a través de la proteina
cinasa A (PKA) dependiente de AMPc. Esta enzima cataliza la
transferencia del fosfato terminal del ATP a residuos serina o
treonina especificos en las proteinas sustrato. Los sitios de fos-
forilacion de la PKA estdn presentes en muchas proteinas intra-
celulares, como canales i6nicos, receptores, enzimas metabolicas
y proteinas de vias de sefializacion. La fosforilacion de estos sitios
puede influir en la localizacién o la actividad del sustrato. Por
ejemplo, la fosforilacion de los receptores B,-adrenérgicos por la
PKA provoca la desensibilizacion del receptor en las neuronas,
mientras que la fosforilacién del regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) aumenta su acti-
vidad como canal de CI™.

Para mejorar la regulacion de los eventos de fosforilacion la
célula controla estrechamente la actividad de la PKA, de modo
que la enzima pueda responder a variaciones sutiles (y locales) de
los niveles de AMPc. Un mecanismo de control importante es el
uso de subunidades reguladoras que inhiben constitutivamente
la PKA. En ausencia de AMPc, dos subunidades cataliticas de la
PKA se asocian con dos de estas subunidades reguladoras; el
resultado es un complejo proteico heterotetramérico que tiene
un bajo nivel de actividad catalitica (fig. 3-6). La unién del AMPc
a las subunidades reguladoras induce un cambio conformacional
que disminuye su afinidad por las subunidades cataliticas, y la
posterior disociacion del complejo provoca la activacion de la
actividad cinasa. Los efectos a corto plazo sefialados anteriormente
no son los tinicos que puede tener la activacion de la PKA, sino que
la subunidad catalitica libre de la PKA también puede entrar en el
nucleo, donde la fosforilacidon de sustratos puede activar la trans-
cripcion de genes especificos dependientes de PKA (v. pag. 89).
Aunque la mayoria de las células utilizan la misma subunidad
catalitica existen diferentes subunidades reguladoras en distintos
tipos celulares.

La cinasa dependiente de AMPc (PKA)
estd compuesta por dos subunidades
reguladoras (R) y 2 subunidades cataliticas (C).

La unién del AMPe a las subunidades reguladoras
induce un cambio conformacional que reduce su
afinidad por las subunidades cataliticas.

El complejo se disocia y las subunidades
cataliticas quedan libres para catalizar la
fosforilacion de sustratos proteicos.

Figura 3-6 Activacion de la PKA por AMPc.
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Otro mecanismo que contribuye a la regulacion de la PKA es
el direccionamiento de la enzima a determinadas localizaciones
subcelulares. Este direccionamiento favorece la fosforilacion
preferente de sustratos que estdn confinados en ubicaciones
concretas dentro de la célula. El direccionamiento de la PKA se
logra mediante la asociacion de una subunidad reguladora de la
PKA con una proteina de anclaje de la cinasa A (AKAP), que
a su vez se une a elementos del citoesqueleto o a componentes
de subcompartimentos celulares. Se conocen més de 35 AKAP.
La especificidad del direccionamiento de la PKA se pone de
relieve por la observacion de que, en las neuronas, la PKA se
localiza en densidades postsindpticas mediante su asociacién con
AKAP79. Esta proteina de anclaje también dirige la calcineurina
(una proteina-fosfatasa) al mismo sitio. Este direccionamiento de
la PKA y de la calcineurina al mismo sitio postsindptico permi-
te que la célula regule con precision el estado de fosforilacion de
sustratos neuronales importantes.

El AMPc generado por la adenilato-ciclasa puede interactuar
con efectores distintos a la PKA. Por ejemplo, los receptores
olfativos (v. pags. 358-359) activan un miembro de la familia G,
denominado G. El aumento subsiguiente de [AMPc]; activa un
canal idnico regulado por nucleétido ciclico (CNG) (v. tabla 6-2,
familia n.° 4). La entrada de Na" a través de este canal provoca una
despolarizacion de la membrana y la iniciaciéon de un impulso
nervioso.

Por su trabajo en el esclarecimiento del papel desempefiado por
el AMPc como segundo mensajero en la regulacion del metabolis-
mo del glucodgeno (v. fig. 58-9), Earl Sutherland recibi6 el Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina en 1971. @) N3-6 En 1992, Edmond
Fischer y Edwin Krebs compartieron el premio por sus trabajos de
demostracion del papel de la fosforilacion de proteinas en el pro-
ceso de transduccién de senales. @) N3-7

Este conjunto coordinado de reacciones de fosforilacion y des-
fosforilacion tiene varias ventajas fisioldgicas. En primer lugar,
permite que una sola molécula (p. ej., el AMPc) regule una serie
de reacciones enzimaticas. En segundo lugar, permite una gran
amplificacion de una sefial pequefia. La concentracién de adre-
nalina necesaria para estimular la glucogendlisis en musculo es
~10"° M. Este nivel subnanomolar de hormona puede elevar la
[AMPc]; a ~10° M. Por tanto, las cascadas cataliticas amplifican
la sefial hormonal 10.000 veces, lo que se traduce en la liberacion
de suficiente glucosa para aumentar la concentracién sanguinea de
glucosa de ~5a ~8 mM. Aunque los efectos del AMPc en la sintesis
y degradacion del glucégeno estdn confinados a los musculos y
el higado, una amplia variedad de células utilizan cascadas de
activacién mediadas por AMPc en respuesta a una amplia variedad
de hormonas.

Las proteina fosfatasas revierten la accion de las cinasas

Como se describi¢ anteriormente, un modo por el que la célula
puede terminar una seiial de AMPc es el uso de una fosfodies-
terasa para degradar el AMPc. De esta manera, también se pueden
finalizar los pasos subsiguientes a lo largo de la via de sefializacion.
Sin embargo, debido a que los efectos del AMPc a menudo implican
la fosforilacidn de proteinas efectoras en residuos de serina y treo-
nina por cinasas como la PKA, otra manera efectiva de terminar
la accion del AMPc es desfosforilar estas proteinas efectoras. Estos
eventos de desfosforilacion estdn mediados por enzimas denomi-
nadas serina/treonina fosfoproteina fosfatasas.

Se conocen cuatro grupos de serina/treonina fosfoproteina
fosfatasas (PP): 1, 2a, 2b y 2c. Estas enzimas estdn reguladas a su
vez por la fosforilacion de sus residuos serina, treonina y tirosina. El
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N3-6 Earl W. Sutherland, Jr.
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N3-7 Edmond H. Fischer y Edwin S. Krebs

Se puede consultar méas informacion sobre Earl W. Sutherland,
Jr. y los trabajos por los que recibié el Premio Nobel en http://
www.nobel.se/medicine/laureates/1971/index.html (consultado
en octubre de 2014).

Se puede consultar més informacion sobre Edmond H. Fischer
y Edwin S. Krebs y sobre los trabajos por los que recibieron el
Premio Nobel en http://www.nobel.se/medicine/laureates/1992/
index.html (consultado en octubre de 2014).
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PKA (activa)
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Figura 3-7 Inactivacion de PP1 por la PKA.

equilibrio entre la actividad cinasa y fosfatasa desempena un papel
importante en el control de los eventos de sefializacion.

La PP1 desfosforila muchas proteinas fosforiladas por la
PKA, incluidas las que se fosforilan en respuesta a la adrenalina
(v. fig. 58-9). Otra proteina, el inhibidor de la fosfoproteina fos-
fatasa 1 (I-1), puede unirse a la PP1 e inhibirla. Curiosamente, la
PKA fosforila el I-1 e induce su unioén a la PP1 (fig. 3-7), lo que
inhibe la PP1 y preserva los grupos fosfato aniadidos por la PKA.

La PP2a, que es menos especifica que la PP1, parece ser la prin-
cipal fosfatasa responsable de revertir la accion de otras serina/
treonina proteina cinasas. La PP2b dependiente de Ca’*, también
denominada calcineurina, es prevalente en el cerebro, los musculos
y las células inmunitarias, y también es la diana farmacoldgica
de los farmacos inmunosupresores FK-506 (tacrolimds) y ciclos-
porina.

Los sustratos de la PP2c son los reguladores del punto de con-
trol del ADN Chkl1 y Chk2, que normalmente detectan el dafio del
ADN en el contexto de lesiones orgénicas y detienen temporalmen-
te la proliferacion celular. La desfosforilacion de estas cinasas por
PP2c las inactiva y permite que la célula vuelva a entrar en el ciclo
celular durante el proceso de reparacion.

Ademis de serina/treonina cinasas como la PKA, un segundo
grupo de cinasas implicadas en la regulacion de las vias de sefia-
lizacion (descritas en las pags. 68-70) son las tirosina-cinasas
que fosforilan sus proteinas sustrato en residuos tirosina. Las
enzimas que eliminan fosfatos de estos residuos tirosina (fos-
fotirosina-fosfatasas [PTP]) son mucho mads variables que la
serina/treonina fosfatasas. La primera PTP que se caracterizo fue
la enzima citosdlica PTP1B de la placenta humana. La PTP1B tiene
un alto grado de homologia con CD45, una proteina de mem-
brana que es a la vez receptor y tirosina fosfatasa. La gran familia
de PTP puede dividirse en dos clases: proteinas transmembrana
similares a receptor como CD45 y tirosina fosfatasas citosolicas
como PTP1B. Varias PTP intracelulares contienen dominios de
homologia Src 2 (SH2), una secuencia o motivo peptidico que
interactia con grupos tirosina fosforilados y, por tanto, actda para
dirigir la fosfatasa a su sustrato diana. Muchas de las PTP estdn
reguladas por fosforilacion.

El GMPc ejerce su efecto estimulando un canal cationico
no selectivo en la retina

El GMPc es otro nucledtido ciclico que participa en los eventos
de sefalizacion de las proteinas G. En los segmentos exteriores de
los conos y bastones del sistema visual, la proteina G no se acopla
con una enzima que sintetiza GMPc, sino que, como se sefiald
anteriormente, se acopla con una enzima que lo degrada. Como
se describe en la pagina 367, la luz activa un RAPG denominado
rodopsina, que activa la proteina G transducina (v. pag. 368),
que a su vez activa la GMPc fosfodiesterasa (v. pag. 368) que dis-
minuye la [GMPc];. La reduccion de la [GMPc]; cierra canales
catidénicos regulados por GMPc no selectivos que pertenecen a la
misma familia de canales iénicos CNG que el AMPc activa en la
sefializacion olfativa (v. pags. 358-359).

SEGUNDOS MENSAJEROS DE PROTEINAS G:
PRODUCTOS DE LA DEGRADACION
DE FOSFOINOSITIDOS

Muchos mensajeros se unen a los receptores que activan
la degradacion de fosfoinositidos

Aunque los fosfatidilinositoles (PI) son constituyentes menores
de las membranas celulares, estan distribuidos sobre todo en la
monocapa interna de la membrana y desempefian un papel impor-
tante en la transduccion de sefales. El residuo aztcar inositol de
las moléculas de PI (v. fig. 2-2A) puede fosforilarse para producir
dos fosfoinositidos principales implicados en la transduccion de
sefiales: fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PI(4,5)P, o PIP,) y fos-
fatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PI1(3,4,5)P; o PIPs; v. pag. 69).
O n3-8

Algunos receptores asociados a membrana acttian a través de
proteinas G (p. ¢j., G,) que estimulan la fosfolipasa C (PLC) para
escindir el PIP, en inositol 1,4,5-trisfosfato (o IP;) y diacilglicerol
(DAG), como se muestra en la figura 3-8A. Las PLC se clasifican en
tres familias (B, v, 8) que difieren en sus propiedades cataliticas, su
expresion especifica de tipo celular y sus modos de activacion. La
PLCP suele activarse tras la accion de ciertas proteinas G (p. €j., G,),
mientras que la PLCy contiene un dominio SH2 y se activa después
dela accion de ciertas tirosina cinasas. La estimulacion de la PLCB
produce un aumento rapido de la concentracidn citosolica de IP;,
asi como un pico inicial de la concentracion de DAG (v. fig. 3-8B).
Ambos productos son segundos mensajeros. El IP; hidrosoluble
viaja a través del citosol para estimular la liberacion de Ca®* desde
sus depositos intracelulares (v. apartado siguiente). El DAG per-
manece en el plano de la membrana para activar la proteina-cinasa
C, que migra desde el citosol y se une al DAG en la membrana
(v. pags. 60-61).

Las fosfatidilcolinas (PC), que, a diferencia del PI, son fosfolipi-
dos abundantes en la membrana celular, también son una fuente de
DAG. La célula puede producir DAG a partir de PC mediante dos
mecanismos (v. fig. 3-8C). En primer lugar, la PLC puede convertir
la PC directamente en fosfocolina y DAG. En segundo lugar, la
fosfolipasa D (PLD), mediante la escision del enlace fosfoéster
en el otro lado del fosfato, puede convertir la PC en colina y acido
fosfatidico (PA; también denominado fosfo-DAG). Este PA puede
convertirse a continuacién en DAG por la PA-fosfohidrolasa. La
produccion de DAG a partir de PC, o bien directamente (por la
PLC) o indirectamente (por la PLD), produce el aumento lento
de DAG citosdlico que se muestra en la figura 3-8B. Por tanto,
en algunos sistemas, la formacién de DAG es bifasica y consta de
un pico inicial que es transitorio y paralelo a la formacién de IPs,
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N3-8 Grupos acilo

Colaboraciéon de Emile Boulpaep y Walter Boron

Como se sefiala en el texto, los fosfatidilinositoles (PI) (v. pag. 10)
y las fosfatidilcolinas (PC) (v. pag. 10) pueden contener diversos
grupos acilo. Por tanto, los fosfoinositidos derivados de ellos
también pueden contener una gran variedad de grupos acilo.

Un fosfoinositido es un derivado de Pl que contiene uno,
dos o tres grupos fosfato adicionales. Dado que hay tres posibles
sitios de fosforilacion (en los sitios 3, 4 0 5), hay un total de siete
combinaciones posibles.

Siete combinaciones
e Tres monofosfatos
e PI3P
e Pl4P
e PI5P
e Tres bifosfatos denominados PIP,
e PI3,4)P,
e Pl(4,5)P,
e PI(3,5)P,
e Un trifosfato denominado PIP;
e PI(3,4,5)P;

booksmedicos.org

CAPITULO 3 e Transduccién de sefiales

58.e1



© Elsevier. Fotocopiar sin autorizacion es un delito.

booksmedicos.org

CAPITULO 3 o Transduccion de sefiales

PIP, DAG
) )
| |
) )
| |
_—
Membrana
A PRODUCCION DE IP, Y DAG [~ f=°¢=° pldsiaics
¢ 9 9 Citosol
La unién de una LaPLCescindeel | CHy—CH——CH, CHCH—CH, .
hormona a un re?eptor grupo de cabeza polar \cl) CI) J>H o O_II)_O_
acoplado a proteina G | | aqui. iy . o=P—0 o’—rll—o |
de la superficie celular [ 0 1= Qs
activa la fosfolipasa CB. @ © @
1 4
(€]
\ La fosfolipasa CB 2 S
hidroliza el PIP, IPg o=T°
en IP; y DAG. o

Espacio
extracelular

Citosol

Complejo receptor-
proteina G

0¢=<_\

/

o

IP3

Activa

El IP; interacttia con su
receptor (ITPR) en la
membrana del RE, lo que
permite la liberacion de

Ca%*

al citosol.

La bomba de Ca
SERCA transporta el
Ca?" de vuelta al RE.

B SECUENCIA TEMPORAL DE LA CONCENTRACION DE IP, Y DE DAG

™3 (a1 pico inicial de DAG DAG

se debe a la liberacion

de DAG a partir del

PIP, por la PLCB.

Respuesta

La onda lenta de DAG se
debe a la liberacion de DAG
por la PLCB y la PLD a partir
de la fosfatidilcolina (PC).

Segundos

Figura 3-8 Segundos mensajeros en la via del DAG/IPs. RE, reticulo endoplasmico; SERCA, Ca-ATPasa del reticulo sarcoplasmico y endoplasmico.
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seguido por una fase tardia que es lenta al comienzo pero que se
mantiene durante varios minutos.

El IP; libera Ca® desde sus depdsitos intracelulares

Como se explica en la pagina 126, tres de los principales mecanis-
mos de transporte mantienen la concentracién de Ca** intracelular
libre ([Ca®*];) por debajo de ~100 nM. Los aumentos de la [Ca*'];
a partir de este valor basal extremadamente bajo permiten que el
Ca*" acttie como un segundo mensajero importante. El IP; gene-
rado por el metabolismo de los fosfolipidos de la membrana reco-
rre el citosol y se une al receptor de IP;, un canal de Ca* regulado
por ligando localizado en la membrana del reticulo endopldsmico
(v. fig. 3-8A). El resultado es una liberacién de Ca*" a partir de sus
depésitos intracelulares y un aumento de la [Ca*'];. De hecho, es
en este sistema donde el Ca®* se identifico por primera vez como
un mensajero que mediaba el acoplamiento estimulo-respuesta de
las células endocrinas. El receptor de IP; (ITPR) es un tetramero
compuesto por subunidades de ~260 kDa. Al menos tres genes
codifican las subunidades del receptor. Estos genes estan sujetos a
un splicing alternativo, lo cual aumenta atin mas la diversidad del
receptor. El receptor es un sustrato para la fosforilacién por pro-
teina-cinasas A y C, asi como por proteina-cinasas dependientes
de calcio-calmodulina (Ca*-CaM). 6 N3-9

La interaccion del IP ; con su receptor da lugar a la salida pasiva
de Ca* desde el RE y, por tanto, a un aumento rapido de la concen-
tracién citosdlica de Ca®* libre. Los cambios de la [Ca**]; inducidos
por IP; muestran unos patrones temporales y espaciales complejos.
El aumento de la [Ca®'];, que puede ser breve o persistente, puede
oscilar de forma repetitiva o difundirse a través de grupos de células
acopladas por uniones en hendidura. Al menos en algunos sis-
temas, la frecuencia de las oscilaciones de la [Ca*']; parece tener
importancia fisiologica. Por ejemplo, en células acinares pancred-
ticas aisladas, incrementos escalonados de la concentracion de
ACh producen aumentos escalonados de la frecuencia (pero no de
la magnitud) de picos repetitivos de [Ca’*];. Los mecanismos res-
ponsables de las oscilaciones y ondas de la [Ca®"]; son complejos.
Parece que tanto la propagacion como la oscilacion dependen de
mecanismos de retroalimentacion positiva, en los que una [Ca®'];
elevada facilita la liberacién de Ca™, asi como de mecanismos de
retroalimentacién negativa, en los que una [Ca’']; elevada inhibe
una mayor liberacion de Ca™".

Unos receptores que tiene una relacion estructural con los ITPR
son los canales de salida de Ca** denominados receptores de ria-
nodina (RYR; v. pag. 230). Dado que el Ca*" citosolico activa el
RYR, estos canales desempefian un papel importante a la hora de
elevar la [Ca *']; en ciertas células mediante un proceso denomi-
nado liberaciéon de Ca** inducida por calcio (CICR; v. pags. 242-
243), que constituye un ejemplo de la retroalimentacion positiva
citada anteriormente. Por ejemplo, los RYR son responsables de la
liberacion de Ca’" a partir del reticulo sarcopldsmico del musculo
Y, por tanto, de activar la contraccién muscular (v. pags. 229-230).
Ademas, la ADP ciclico-ribosa (ADPcR), que es el producto de
ADP-ribosilciclasas, aumenta la sensibilidad del RYR al Ca** cito-
solico, lo que incrementa la CICR.

La [Ca®']; puede aumentar debido no solo a la liberacién de
Ca’" a partir de sus depositos intracelulares, sino también a la
mayor entrada a través de canales de Ca’* de la membrana plas-
matica. Por cualquiera de estos mecanismos, el aumento de la
[Ca™]; ejerce sus efectos mediante union a proteinas celulares y
modificacién de su actividad, como se explica en los dos apar-
tados siguientes. Algunos eventos de sefializacion dependientes
de Ca* son tan sensibles al Ca’* que un aumento de la [Ca*'];

de tan solo 100 nM puede desencadenar una amplia variedad de
respuestas celulares. Estas respuestas incluyen la secrecién de
enzimas digestivas por las células acinares pancredticas, la libe-
racion de insulina por las células B, la contraccion del musculo
liso vascular, la conversiéon de glucdégeno en glucosa en el higado,
la liberacién de histamina por los mastocitos, la agregacion de
plaquetas, asi como la sintesis de ADN y la division celular en
los fibroblastos.

Los mismos mecanismos que suelen mantener la [Ca’']; en
niveles extremadamente bajos (v. pag. 126) son también responsa-
bles de revertir el aumento de la [Ca*]; que se produce durante
los eventos de sefializacién. El aumento de la [Ca**]; activa una
bomba de Ca impulsada por ATP (SERCA; v. pag. 118) que ini-
cia el bombeo de Ca** de vuelta al RE. Ademas, una bomba de
Ca (v. pag. 118) y un intercambiador de Na-Ca (v. pags. 123-124)
en la membrana plasmdtica expulsan el exceso de Ca’* desde la
célula. Estos procesos son mucho mads lentos que la liberacion de
Ca’, de modo que la [Ca’"]; permanece elevada hasta que el 1P,
se desfosforila, lo que finaliza la liberacién de Ca** mediante el
ITPR y permite que los transportadores restauren la [Ca*]; a los
niveles basales.

El calcio activa las proteina-cinasas dependientes
de calmodulina

3C6mo puede un aumento de la [Ca®*]; dar lugar a respuestas pos-
teriores en la cascada de transduccion de sefiales? Los efectos de
las variaciones de la [Ca®*]; estdn mediados por proteinas de unién
al Ca®*, de las que la mas importante es la calmodulina (CaM). La
CaM es una proteina citopldsmica de unién al Ca** de alta afinidad,
de 148 aminoacidos. Cada molécula de CaM se une cooperativa-
mente a cuatro iones de calcio. La unién al Ca*" induce un cambio
conformacional importante en la CaM que la permite unirse a otras
proteinas (fig. 3-9). Aunque la CaM no tiene actividad enzimatica
intrinseca, forma un complejo con varias enzimas y, por tanto,
confiere una dependencia del Ca’* a su actividad. Por ejemplo,
la unién del complejo Ca**-CaM activa la enzima que degrada el
AMPc, la AMPc fosfodiesterasa.

Muchos de los efectos de la CaM se producen cuando el comple-
jo Ca’*-CaM se une y activa a una familia de cinasas dependientes
de Ca?**-CaM denominadas CaM cinasas (CaMK). Estas cinasas
fosforilan residuos serina y treonina especificos de diversas pro-
teinas. Una CaMK importante de las células del musculo liso es la
cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) (v. pag. 247). Otra
CaMK es la glucogeno-fosforilasa-cinasa (PK), que interviene en
la degradacion del glucogeno (v. pag. 1182).

La MLCK, PK y otras CaMK tienen una especificidad de sus-
trato bastante alta. Por otra parte, la CaM cinasa II (CaMKII) tiene
una baja especificidad de sustrato. Esta enzima multifuncional
se encuentra en una concentracion especialmente elevada en las
terminaciones sindpticas de las neuronas. Una de las acciones de
la CaMKII es fosforilar y, por tanto, activar la enzima limitante
de la velocidad (tirosina hidroxilasa; v. fig. 13-8) de la sintesis de
neurotransmisores catecolaminérgicos. La CaMKII también puede
autofosforilarse, lo que le permite permanecer activa en ausencia
de Ca™.

EI DAG y el Ca** activan la proteina-cinasa C

Como se sefialé anteriormente, la hidrdlisis del PIP, por la PLC
produce no solo el IP; que da lugar a la liberacién de Ca®* a partir de
los depdsitos internos sino también DAG (v. fig. 3-8A). La funcién
principal del DAG es activar la proteina-cinasa C (PKC), una
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N3-9 Diversidad del receptor de IP;

Colaboracion de Laurie Roman

Como se senala en el texto, el receptor de IP; (IPTR) es un tetra-
mero compuesto por subunidades de ~260 kDa y al menos cua-
tro genes diferentes codifican las subunidades del receptor. Estos
genes estan sujetos a un splicing alternativo, lo que aumenta
aun mas la diversidad del receptor. Los receptores de IP; se
unen a sus ligandos con alta afinidad (constante de disociacion
Ko = 2-10 nM) o baja afinidad (K, = 40 nM). Sin embargo, no
se ha establecido en qué medida esas afinidades diferentes se
correlacionan con formas particulares del receptor.
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Proteina

Proteina

Proteina-cinasa dependiente
de Ca**-calmodulina

Figura3-9 CaM. Después de la union de cuatro iones Ca?* intracelulares a la CaM, el complejo Ca?*-CaM puede unirse a otra proteina y activarla. En este

ejemplo la proteina activada es una cinasa dependiente de Ca?*.

serina/treonina-cinasa intracelular. En los mamiferos, la familia
PKC comprende por lo menos 10 miembros que difieren en su
localizacidn tisular y celular. Esta familia se subdivide en tres gru-
pos que requieren fosfatidilserina asociada a la membrana, pero
tienen diferentes requisitos de Ca** y DAG. Los miembros cldsicos
de la familia PKC, PKCo., PKCP y PKCy requieren tanto DAG como
Ca*" para su activacion, mientras que las PKC nuevas (como PKCS,
PKCey PKCn) requieren DAG pero son independientes de Ca™", y
las PKC atipicas (PKC{ y PKCA) parecen ser independientes tanto
de DAG como de Ca®". Por consiguiente, las sefiales generadas por
la via PKC dependen de las isoformas de la enzima que expresa la
célula, asi como de los niveles de Ca** y DAG en localizaciones
especificas de la membrana celular. Ademds, ciertas proteinas como
el receptor de la cinasa C activada (RACK) y el receptor de la cina-
sa C inactivada (RICK) pueden dirigir isoformas especificas de PKC
a compartimentos celulares concretos.

En su estado basal la PKCa es una proteina citosolica solu-
ble inactiva. Cuando un RAPG activa la PLC, tanto el DAG
(generado en la monocapa interna de la membrana plasmatica)
como el Ca** (liberado en respuesta al IP;) se unen al dominio
regulador de la PKC; esto provoca la translocacion de la PKCo
a la membrana y la activacion del dominio cinasa de la PKC.
Aunque la sefial inicial del Ca*" es transitoria, la activacion de
la PKCo puede mantenerse, lo que produce la activacion de res-
puestas fisioldgicas, como la proliferacion y la diferenciacion.
Las concentraciones elevadas de PKCo. activa se mantienen por
una onda lenta de DAG elevado (v. fig. 3-8B), que se debe a la
hidrdlisis de PC por la PLC y la PLD.

La estimulacioén fisioldgica de las PKC cldsicas y nuevas por
el DAG puede imitarse por la aplicacion exdgena de una clase
de promotores tumorales denominados ésteres de forbol. Estos
productos vegetales se unen al dominio regulador de las PKC, por
lo que las activan especificamente incluso en ausencia de DAG.

Entre los principales sustratos de la PKC se encuentran las
proteinas sustrato de la cinasa C ricas en alanina y miristoiladas,
denominadas proteinas MARCKS. Estas proteinas acidas contie-
nen sitios consenso para la fosforilacion de la PKC asi como sitios
de unién para CaM y actina. Las proteinas MARCKS forman
enlaces cruzados con los filamentos de actina, por lo que parecen
desempenar un papel importante en la traduccién de las sefiales
extracelulares en plasticidad de la actina y cambios de la forma

celular. Las proteinas MARCKS no fosforiladas estdn asociadas
a la membrana plasmatica y establecen enlaces cruzados con
la actina. La fosforilacion de las proteinas MARCKS provoca
su translocacion al citosol, donde ya no son capaces de esta-
blecer enlaces cruzados con la actina. Por tanto, los factores de
crecimiento mitogénicos que activan la PKC pueden producir
cambios morfoldgicos y proliferacion celular independiente de
anclaje, en parte mediante la modificacion de la actividad de las
proteinas MARCKS.

Las PKC también pueden modular directa o indirectamente
factores de transcripcion y aumentar ast la transcripcion de genes
especificos (v. pag. 86). Estas acciones genomicas de la PKC expli-
can por qué los ésteres de forbol son promotores tumorales.

SEGUNDOS MENSAJEROS DE PROTEINAS G:
METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO

Ademds del DAG, otros productos de la hidrolisis de los fosfoli-
pidos de membrana pueden actuar como moléculas de senaliza-
cién. @ N3-10 El mejor caracterizado de estos productos de
hidrdlisis es el acido araquidénico (AA), que estd unido por un
enlace éster al segundo carbono del esqueleto de glicerol de los
fosfolipidos de membrana (fig. 3-10). La fosfolipasa A , inicia las
acciones celulares del AA liberando este acido graso de los fos-
folipidos basados en glicerol. @) N3-11 Varias enzimas convierten
después el AA en una familia de metabolitos con actividad biold-
gica que se denominan colectivamente eicosanoides (del griego
eikosi [20]) porque, al igual que el AA, todos tienen 20 atomos de
carbono. Tres vias principales pueden convertir el AA en estos
eicosanoides (fig. 3-11). En la primera via, las enzimas ciclooxige-
nasas (COX) producen tromboxanos (TX), prostaglandinas (PG)
y prostaciclinas. En la segunda via, las enzimas 5-lipoxigenasas
producen leucotrienos (LT) y algunos compuestos del dcido hidro-
xieicosatetraenoico (HETE). En la tercera via, las enzimas epoxi-
genasas, que pertenecen a la clase del citocromo P-450, producen
otros compuestos HETE asi como dcido cis-epoxieicosatrienoico
(EET). Estas tres enzimas catalizan la insercion estereoespecifica
de O, molecular en diversas posiciones en el AA. Las ciclooxige-
nasas, lipoxigenasas y epoxigenasas se distribuyen de manera
selectiva en diferentes tipos celulares, lo que aumenta atin més la
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N3-11 Fosfolipasa A,

Colaboracién de Ed Moczydlowski

Aunqgue no es un miembro de la familia del acido araquidénico
(AA), el factor de activaciéon plaguetario (PAF) es una importante
molécula lipidica de sefalizacion. El PAF es un lipido éter que la
célula sintetiza bien de novo o bien por la remodelacion de un
precursor unido a membrana. El PAF esté presente en una amplia
variedad de organismos y media muchas actividades biolégicas.
En los mamiferos el PAF es un potente inductor de la agrega-
cion plagquetaria y estimula la quimiotaxis y la desgranulaciéon de
neutrdéfilos, lo que facilita asf la liberaciéon de LTB, y 5-HETE. El
PAF interviene en varios aspectos de las reacciones alérgicas;
por ejemplo, estimula la liberaciéon de histamina y aumenta la
secrecion de inmunoglobulina E, inmunoglobulina A y factor de
necrosis tumoral. Las células endoteliales son también un objetivo
importante del PAF. Este provoca un cambio negativo del V, en
estas células activando canales de K* dependientes de Ca?". El
PAF también aumenta la permeabilidad vascular y la adhesion de
los neutrofilos y las plaquetas a las células endoteliales.

El PAF ejerce sus efectos mediante la unién a un receptor
especifico en la membrana plasmatica. Una consecuencia impor
tante de la union del PAF a la RAPG es la formacion de IP 5
y la estimulacion de varias MAPK. La PAF acetilhidrolasa finaliza
la accion de este lipido de senalizacion.

Colaboracion de Laurie Roman

La fosfolipasa A , (PLA,) cataliza la escision hidrolitica de los fos-
folipidos basados en glicerol (v. fig. 2-2A-C) en el segundo carbono
del esqueleto de glicerol, produciendo AA y un lisofosfolipido
(v. fig. 3-10). Algunas de las enzimas PLA, citosodlicas requieren
Ca’* para su actividad. Ademas, la elevacion de la [Ca®]; a partir
del nivel fisiolégico de ~100 nM a ~300 nM facilita la asociacién
de la PLA, citoplasmica con las membranas celulares, donde la
PLA, se puede activar por proteinas G especificas.
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Figura 3-10 Liberacion de AA a partir de los fosfolipidos de membrana por
la PLA,. EI AA esté esterificado a fosfolipidos de membrana en el segundo
carbono del esqueleto de glicerol. La PLA, escinde el fosfolipido en la posi-
cién indicada y libera AA, asi como un lisofosfolipido.

complejidad de la biologia de los eicosanoides. Estos tienen poten-
tes actividades bioldgicas, como efectos sobre los procesos alérgi-
cos e inflamatorios, la agregacién plaquetaria, el musculo liso
vascular y la secrecion de 4cido géstrico.

La fosfolipasa A, es la principal enzima responsable
de liberar AA

El primer paso en la cascada de transduccion de sefales de la
fosfolipasa A, (PLA;) es la union de un agonista extracelular a
un receptor de membrana (v. fig. 3-11). Entre estos receptores se

CUADRO 3-2 Nomenclatura
de los eicosanoides

como podria parecer a primera vista. El subindice numérico 2

(como en la PGH,) 0 4 (como en el LTA,) se refiere al nimero
de enlaces dobles en el esqueleto eicosanoide. Por ejemplo, el
AA tiene cuatro enlaces dobles, como los leucotrienos.

Para los metabolitos de la ciclooxigenasa, la letra (de la A a
la 1) inmediatamente anterior al 2 hace referencia a la estructura
del anillo de 5 carbonos que se forma aproximadamente en el
punto medio de la cadena de 20 carbonos del eicosanoide. Para
los leucotrienos, las letras A y B que preceden inmediatamente
al 4 corresponden a las diferencias en el esqueleto eicosanoide.
Para los cisteinil leucotrienos, la letra C corresponde al conjugado
glutation completo (v. fig. 46-8). La eliminacion del glutamato del
LTC, da lugar a LTD, vy la eliminacion de glicina del LTD, produce
LTE,, dejando solo la cisteina.

Para el 5-HPETE y el 5-HETE el quinto 4tomo de carbono
(contando el grupo carboxilo como numero 1) se derivatiza con
un grupo hidroperoxi o hidroxi, respectivamente.

I a nomenclatura de los eicosanoides no es tan misteriosa

incluyen los de serotonina (receptores 5-HT),), glutamato (recepto-
res mGLURL1), factor de crecimiento fibrobléstico-f3, interferén-o
(IFN-ov), IFN-f e IFN-y. Cuando el receptor estd ocupado por su
agonista puede activar una proteina G que pertenece a la fami-
lia Gi/G,. El mecanismo por el que esta proteina G activada esti-
mula la PLA, no se conoce bien. No parece que intervenga una
subunidad o de la proteina G. El dimero By de la proteina G podria
estimular la PLA, directamente o bien a través de las proteina-
cinasas activadas por mitégenos (MAPK) (v. pag. 69), que fos-
forilan la PLA, en un residuo serina. El resultado es una hidrdlisis
rdpida de fosfolipidos que contienen AA.

A diferencia de la via directa que se acaba de mencionar, los
agonistas que actuan sobre otros receptores pueden estimular la
liberacién indirecta de AA. En primer lugar, un ligando puede
unirse a un receptor acoplado a PLC, lo que provocaria la libera-
cién de DAG (v. fig. 3-11). Como se sefiald anteriormente, la DAG
lipasa puede escindir el DAG para producir AA y un monoacil-
glicerol (MAG). Los agonistas que actdan a través de esta via
son la dopamina (receptores D2), la adenosina (receptores A,),
la noradrenalina (receptores o,-adrenérgicos) y la serotonina
(receptores 5-HT)). En segundo lugar, cualquier agonista que eleve
la [Ca®*]; puede favorecer la formacién de AA porque el Ca®* puede
estimular algunas formas citosdlicas de PLA,. En tercer lugar,
cualquier via de transduccidn de sefiales que active las MAPK
también puede estimular la liberacion de AA porque las MAPK fos-
forilan la PLA,.

Las ciclooxigenasas, lipoxigenasas y epoxigenasas
median la formacion de eicosanoides biolégicamente
activos

Cuando se libera de la membrana el AA puede difundirse fuera de
la célula, reincorporarse a los fosfolipidos de membrana o meta-
bolizarse (v. fig. 3-11).

En la primera via del metabolismo del AA (v. fig. 3-11), las
ciclooxigenasas @) N3-12 catalizan la conversion gradual de AA
en los intermediarios prostaglandina G, (PGG,) y prostaglandi-
na H, (PGH,). La PGH, es el precursor de las otras prostaglandinas,
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N3-12 Ciclooxigenasa

Colaboracion de Laurie Roman

La ciclooxigenasa cataliza la conversion secuencial de AA en los
intermediarios PGG, y PGH,. Por tanto, esta enzima también se
denomina prostaglandina H sintetasa (PGHS). Como se indica
en el cuadro 3-3, esta misma enzima cataliza ambas reacciones.
Existen tres formas de ciclooxigenasa, COX-1 (un transcrito de
2,8 kilobases [kb], COX-2 (un transcrito de 4,1 kb) y COX-3 (una
variante de splicing de la COX-1 que también se denomina COX-1b).
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VIiA DIRECTA VIAS INDIRECTAS
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)= Ciclooxigenasa VT Epoxigenasa
(COX) = OOH (citocroma P-450)

Peroxidasa
| Deshidrogenasa m
S

LTA4 {'] LTA, hidroxilasa | > m

Sintesis Sintesis FGiuiarima-s-:r.1n-,-1rerasa

de tromboxano de prestaciclina

Figura 3-11 Vias de senalizacion del AA. En la via directa un agonista se une a un receptor que activa la PLA,. Esta libera AA a partir de un fosfolipido de
membrana (v. fig. 3-10). En una de las tres vias indirectas un agonista se une a un receptor diferente que activa la PLC vy, por tanto, da lugar a la formacion
de DAG e IP;, como en la figura 3-8; a continuacion la DAG lipasa libera AA a partir del DAG. En una segunda via indirecta el IP; libera Ca?* de los depdsitos
internos, lo que provoca la activacion de la PLA, (v. la via directa). En la tercera via indirecta (no mostrada) la MAPK estimula la PLA,. Con independencia de
su origen, el AA puede seguir una de las tres vias posibles para producir una amplia gama de eicosanoides. La via de la ciclooxigenasa produce tromboxanos
(TXA; y TXB,), prostaciclina (es decir, PGl,) y prostaglandinas. La via de la 5-lipoxigenasa produce 5-HETE y leucotrienos. La via de la epoxigenasa da lugar a
la produccién de otros HETE y EET. AACoA, 4cido araquiddnico-coenzima A; AAS, &cido acetilsalicilico.
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CUADRO 3-3 Inhibicion terapéutica
de isoformas de ciclooxigenasa

oxida el AA para producir PGG, mediante su actividad ciclo-
oxigenasa y después peroxida este compuesto para produ-
cir PGH,. Los estudios mediante cristalografia de rayos-X de la
COX-1 muestran que los sitios de las dos actividades enzimaticas
(es decir, ciclooxigenasa y peroxidasa) estan adyacentes, pero
son espacialmente distintos. El sitio ciclooxigenasa es un canal
hidrofobo largo. La aspirina (dcido acetilsalicilico) inhibe irreversi-
blemente la COX-1 al acetilar un residuo serina en la parte alta
de este canal. Varios de los otros AINE interactuan, a través de
sus grupos carboxilo, con otros aminodacidos en la misma region.
La activacion de la COX-1 desempena un papel importante en
la trombosis intravascular porque provoca la sintesis de TXA , por
las plaquetas. La inhibicién de este proceso por dosis bajas de
aspirina es un pilar fundamental para la prevencién de la trombo-
sis coronaria en pacientes con enfermedad coronaria ateroscle-
rética. Sin embargo, la activacion de la COX-1 también es impor
tante para producir los prostanoides citoprotectores PGE , (una
prostaglandina) y PGl, (una prostaciclina) en la mucosa gastrica.
La pérdida de estos compuestos puede producir el efecto secun-
dario no deseado de hemorragia digestiva después de usar aspi-
rina a largo plazo. N3-15
Los estimulos inflamatorios inducen la COX-2 en varios tipos
celulares, y la inhibicion de la COX-2 es la causa de las acciones
antiinflamatorias de las dosis altas de aspirina (un inhibidor débil
de la COX-2) y de otros inhibidores no selectivos de la ciclo-
oxigenasa como el ibuprofeno. Dado que las dos enzimas solo
tienen un 60% de homologia, las companias farmacéuticas han
producido ahora compuestos que inhiben especificamente la
COX-2, como el celecoxib. Los inhibidores de la COX-2 acttan
bien como agentes antiinflamatorios y tienen pocas probabi-
lidades de causar hemorragia digestiva, porque no inhiben la
produccioén de prostaciclina dependiente de la COX-1. Se ha
descrito que los inhibidores de la COX-2 aumentan el riesgo de
eventos tromboticos cardiovasculares cuando se toman durante
periodos prolongados.

I a ciclooxigenasa es una enzima bifuncional que primero

prostaciclinas y tromboxanos. Como se sefiala en el cuadro 3-3,
la ciclooxigenasa esta presente en dos isoformas predominantes,
ciclooxigenasa 1 (COX-1) y COX-2, asi como en la variante de
splicing COX-1b de la COX-1. En muchas células la COX-1 se
expresa en una forma constitutiva, mientras que los niveles de
COX-2 pueden inducirse por estimulos especificos. Por ejemplo,
en monocitos estimulados por agentes inflamatorios como la inter-
leucina-1f (IL-1B) solo aumentan los niveles de COX-2. Estas
observaciones han dado origen al concepto de que la expresion de
COX-1 es importante para las funciones homeostaticas de las pros-
taglandinas, como la agregacion plaquetaria y la regulacion del tono
vascular, mientras que la mayor expresion de COX-2 es importan-
te sobre todo para mediar las respuestas inflamatorias dependien-
tes de prostaglandinas. Sin embargo, cuando han aparecido los
inhibidores selectivos de la COX-2 ha quedado claro que esta es
una simplificacion excesiva.

En la segunda via del metabolismo del AA, la 5-lipoxigenasa
inicia la conversion del AA en leucotrienos biolégicamente activos.
Por ejemplo, en las células mieloides la 5-lipoxigenasa convierte el
AA en 4cido 5-hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE), € N3-13
que tiene una vida corta y se degrada rdpidamente por una pero-
xidasa para producir el alcohol correspondiente 5-HETE. De forma
alternativa, una deshidrogenasa puede convertir el 5-HPETE en

un epoxido inestable, el leucotrieno A, (LTA,), que puede metabo-
lizarse aiin mads por la LTA, hidrolasa a LTB,, o acoplarse (conju-
garse) por obra de la LTC, sintasa al tripéptido glutation (v. pag.
955). Esta conjugacion (a través del residuo cisteina del glutation)
dalugar a LTC,. Varias enzimas eliminan secuencialmente porcio-
nes del residuo glutation para producir LTD, y LTE,. EILTC,, LTD,
y LTE, son los «cisteinil» leucotrienos; participan en las respuestas
alérgicas e inflamatorias y constituyen la mezcla denominada pre-
viamente sustancia de reaccion lenta de la anafilaxia.

La tercera via del metabolismo del AA comienza con la trans-
formacion de AA por la epoxigenasa (una citocromo P-450 oxi-
dasa). 6 N3-14 El O, molecular es un sustrato en esta reaccion. La
via de la epoxigenasa convierte el AA en dos productos principales,
HETE y EET. Los miembros de ambos grupos muestran una gama
diversa de actividades bioldgicas. Ademas, las células de distintos
tejidos (p. ej., el higado, los riflones, el ojo y la hipdfisis) utilizan
diferentes vias biosintéticas para producir distintos productos de
la epoxigenasa.

Las prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos
(productos de la ciclooxigenasa) son vasoactivos,
regulan la accion de las plagquetas y modulan

el transporte de iones ) N3-16

El metabolismo de la PGH , para generar derivados prostanoides
concretos es especifico de cada célula. Por ejemplo, las plaquetas
convierten la PGH, en tromboxano A, (TXA,;), un compuesto
de vida corta que puede agregar las plaquetas, provocar la reac-
cién de liberacion plaquetaria y constreiiir los vasos sanguineos
de pequeno calibre. En cambio, las células endoteliales convierten
la PGH, en prostaciclina I, (PGI,), que inhibe la agregacion
plaquetaria y dilata los vasos sanguineos. Muchos tipos celulares
convierten la PGH, en prostaglandinas. Las prostaglandinas,
mediante una accién paracrina o autocrina local, participan en
procesos tales como la agregacion plaquetaria, la constriccion de
las vias respiratorias, la liberacion de renina y la inflamacién.
) N3-16 La sintesis de prostaglandinas también se ha implicado
en el mecanismo fisiopatologico de las enfermedades cardio-
vasculares, el cdncer y las enfermedades inflamatorias. Los
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), como la aspirina,
paracetamol, ibuprofeno, indometacina y naproxeno, actuan
directamente sobre la ciclooxigenasa. La inhibicién de la ciclooxi-
genasa por los AINE es una herramienta util en el tratamiento de
la inflamacién y la fiebre y, al menos en el caso de la aspirina, en
la prevencion de las cardiopatias.

Las diversas respuestas celulares a los prostanoides estan media-
das por una familia de receptores de prostanoides acoplados a
proteinas G. Esta familia tiene actualmente nueve miembros pro-
puestos, los receptores de tromboxano/PGH, (TP), PGI, (IP), PGE,
(PE, a PE,), PGD, (DP y CRTH 2) y PGF,, (FP). Estos receptores
de prostanoides transmiten sefiales a través de G, G;, 0 G,, depen-
diendo del tipo celular. Estas, a su vez, regulan la adenilato-ciclasa
intracelular (v. pag. 53) y las fosfolipasas (v. pag. 58).

Los leucotrienos (productos de la 5-lipoxigenasa)
desempeiian un papel importante en las respuestas
inflamatorias

Muchos metabolitos del AA producidos por la lipoxigenasa tienen
un papel importante en enfermedades alérgicas e inflamatorias
(tabla 3-3). @) N3-17 El LTB, se produce por células inflamato-
rias como los neutréfilos y macréfagos. Los cisteinil leucotrienos,
incluidos el LTC, y el LTE,, son sintetizados por los mastocitos,
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N3-13 Nombres de los metabolitos
del acido araquidonico

N3-14 Epoxigenasa

© Elsevier. Fotocopiar sin autorizacion es un delito.

Colaboraciéon de Emile Boulpaep y Walter Boron

5-HPETE = acido 5-S-hidroperoxi-6-8-trans-11,14-cis-
eicosatetraenoico.

5-HETE = 4cido 5-hidroxieicosatetraenoico.

EET = &cido cis-epoxieicosatrienoico.

N3-15 Efectos secundarios
de los inhibidores de la ciclooxigenasa

Colaboraciéon de Emile Boulpaep y Walter Boron

Tanto la COX-1 como la COX-2 parecen ser necesarias para la
produccion de PGE, en el glomérulo renal, un proceso que es
importante en el mantenimiento de la perfusién glomerular normal
cuando se produce una disminucion del flujo sanguineo renal.
Por tanto, otro riesgo de los inhibidores de la ciclooxigenasa es
la disminucién de la funcién renal en pacientes con insuficiencia
cardiaca o deplecién de volumen.

De forma similar a los inhibidores no selectivos de la ciclo-
oxigenasa, se ha demostrado que los inhibidores de la COX-2 dis-
minuyen la perfusion renal y aumentan el riesgo de insuficiencia
renal aguda hemodindmica en individuos susceptibles.
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Colaboracién de Emile Boulpaep y Walter Boron

Como se muestra en la figura 3-11, una via del metabolismo
del &cido araquidénico comienza con la transformacion del AA
por la epoxigenasa (una oxidasa del citocromo P-450) en dos
productos principales: HETE y EET. La epoxigenasa requiere
oxigeno molecular (es decir, es una oxidasa) y tiene varios cofac-
tores necesarios, incluida la citocromo P-450 reductasa, NADPH/
NADP* (formas reducida/oxidada de dinucleotido de nicotinamida
y adenina fosfato) o NADH/NAD™ (formas reducida/oxidada de
dinucledétido de nicotinamida y adenina).

N3-16 Acciones de los prostanoides

Colaboraciéon de Laurie Roman

Los prostanoides pueden participar en la regulacion de la bomba
de Na-K, gue desempena un papel central en el transporte de sal
y agua en el rinén y en el mantenimiento de gradientes idnicos en
todos los tipos celulares. Por ejemplo, la inhibicion de la bomba de
Na-K producida por la IL-1 parece estar mediada por la formacién
de PGE,. De hecho, la Il-1 estimula la formacion de PGE, vy la
aplicacién de PGE, inhibe directamente la actividad de la bomba
de Na-K. Ademas, los blogueantes de la ciclooxigenasa evitan la
inhibicién de la bomba de Na-K inducida por la Il=1. Esta accién
sobre la bomba de Na-K no se limita al rindn; los metabolitos del
AA también inhiben la bomba en el cerebro.

Las prostaglandinas también son vasoactivas y tienen un papel
importante en la regulacién del flujo sanguineo renal.

N3-17 Acciones de los leucotrienos

Colaboracion de Laurie Roman

El LTC,, LTD,, LTE, y LTF, suelen denominarse «cisteinil-leucotrie-
nos» 0, en ocasiones, «peptidil-leucotrienos». Como se resume en
la figura 3-11, la enzima glutatiéon-S-transferasa (GST) conjuga el
LTA4, que es inestable, con el grupo sulfhidrilo de la cisteina en el
glutation (el glutation, también abreviado como GSH, es el tripéptido
ramificado Glu-Cys-Gly) para producir LTC,. (En la pag. 955 se descri-
be como el higado emplea el GSH para reacciones de conjugacion.)
La enzima y-glutamiltransferasa elimina el residuo glutamato del
LTC, para producir LTD, (que estad conjugado con -Cys-Gly). Una
dipeptidasa escinde el enlace dipéptido entre Cys y Gly para liberar
la Gly terminal, asi como el LTE, (que esta conjugado solo con -Cys).

Los leucotrienos tienen multiples efectos sobre el endotelio vas-
cular durante la inflamacion. Varios procesos reguladores pueden
interactuar a nivel de los vasos sanguineos de pequefo calibre para
aumentar la marginacion (es decir, la adhesion a la pared vascular)
de subgrupos de leucocitos, aumentar la permeabilidad en la vénula
poscapilar y estimular la diapédesis (es decir, la migracién de la célula
a través del endotelio) de los leucocitos adheridos para crear un foco
de inflamacion intersticial. Cada uno de estos pasos puede afectarse
por los leucotrienos y por otros agentes.

La infiltracion de leucocitos comienza cuando las células se adhie-
ren al endotelio de la vénula poscapilar. Entre los mediadores que pue-
den aumentar la adhesividad de los leucocitos se encuentran el LTB,
y varios de los cisteinil-leucotrienos. El aumento de la permeabilidad
vascular, controlada por la traccion ejercida por las células endoteliales

adyacentes, puede producirse en respuesta al LTC,, LTD, y LTE,. Des-
pués de la acumulacion de los leucocitos adheridos (y del aumento del
tamano de los poros celulares interendoteliales) la estimulacion de la
diapédesis provoca una llegada de leucocitos al espacio intersticial.
Una vez que los leucocitos estan en dicho espacio se ven sometidos
a lainfluencia del LTB,, un potente factor quimiotactico (es decir, sus-
tancia de atraccién quimica) para los neutréfilos (un tipo de leucocitos
que fagocitan microorganismos invasores) y algo menos para los
eosinofilos (otro tipo de leucocitos). El LTB, también es quimiocinético
(es decir, acelera la quimiotaxis) para los eosinéfilos.

En los pulmones, los cisteinil-leucotrienos parecen estimular
la secrecion de moco por la mucosa bronquial. Concentraciones
nanomolares de LTC, y LTD, estimulan la contraccion del musculo
liso bronquial y de las vias respiratorias de menor calibre.

Tanto el LTB, (producido por una hidrolasa a partir del LTA,
inestable) como los cisteinil-leucotrienos (es decir, LTC,, LTD, y
el LTE,) actuan como factores de crecimiento o de diferenciacion
para varios tipos celulares in vitro. El LTB, estimula la mielopoyesis
(formacion de leucocitos) en la médula ésea del ser humano, mien-
tras que el LTC, y el LTD, estimulan la proliferacién de las células
epiteliales glomerulares en el rindn. Concentraciones picomolares
del LTB, estimulan la diferenciacion de un tipo particular de linfoci-
tos T denominados supresores competentes o linfocitos CD8*. Otras
funciones reguladoras inmunolégicas que puede realizar el LTB, son
la estimulacion de la produccién de IFN-y e I1-2 por los linfocitos T.
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TABLA 3-3 Implicacion de los leucotrienos en enfermedades humanas

ENFERMEDAD EVIDENCIA

Asma

Psoriasis

Sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA)
Rinitis alérgica

Gota

Artritis reumatoide

Enfermedad inflamatoria intestinal (colitis ulcerosa y enfermedad
de Crohn)

Broncoconstriccién por inhalacion de LTE ,4; identificacion de LTC,,
LTD, y LTE, en suero, orina 0 ambos

Deteccion de LTB, y LTE; en los fluidos de las lesiones psoriasicas
Niveles elevados de LTB, en plasma

Niveles elevados de LTB, en secreciones nasales

Deteccion de LTB, en el liquido articular

Niveles elevados de LTB, en el liquido articular y el suero

Identificaciéon de LTB, en liquidos gastrointestinales y LTE, en orina

CUADRO 3-4 Papel de los leucotrienos
en la enfermedad

ta de la anafilaxia, que se produce durante la exposiciéon

antigénica de un pulmon sensibilizado, se ha atribuido a los
leucotrienos un papel en la enfermedad alérgica de las vias respira-
torias (v. tabla 3-3). La implicacion de células (mastocitos, baséfilos
y eosindfilos) que producen cisteinil-leucotrienos (LTC, a LTF,) en
estos procesos patobioldgicos respalda este concepto. Ademas,
las concentraciones de LTC,, LTD, y LTE, estan aumentadas en el
liquido de lavado nasal de los pacientes con rinitis alérgica después
de la aplicacion de antigenos especificos en las vias respiratorias
nasales. La introduccion de LTC, o LTD, en las vias respiratorias en
forma de aerosol (concentracion del nebulizador de solo 10 uM)
provoca una disminucién de un 30% del flujo espiratorio maximo
(una medida aproximada de la resistencia de la via respiratoria,
v. pag. 602). Este efecto broncoconstrictor es 1.000 veces mas
potente que el de la histamina, que es el «agonista» de referencia.
Los leucotrienos afectan a las vias respiratorias tanto de pequeno
como de gran calibre, mientras que la histamina afecta a las vias
respiratorias relativamente menores. La activacion del receptor
cysLT1 en los mastocitos y eosinéfilos provoca la quimiotaxis
de estas células a los focos de inflamacion. Debido a que los
antagonistas del receptor cysLT1 (p. ej., montelukast sédico)
pueden bloquear parcialmente estos efectos broncoconstrictores
y proinflamatorios, estos agentes son Utiles en el tratamiento del
asma y la rinitis inducidas por alérgenos.

Ademas de participar en la enfermedad alérgica, varios de
los leucotrienos se asocian a otros trastornos inflamatorios. El
liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide contiene
productos de la b-lipoxigenasa. Otro ejemplo es la psoriasis,
una enfermedad cutdnea. En pacientes con psoriasis activa se
han recuperado LTB,, LTC,y LTD, de las cavidades cutdneas que
quedan después de la abrasion de las lesiones. Los leucotrienos
también parecen estar implicados en la enfermedad inflamatoria
intestinal. EI LTB, y otros leucotrienos se producen y se liberan
in vitro a partir de la mucosa intestinal obtenida de pacientes con
colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn.

D esde la descripcion original de la sustancia de reaccioén len-

basofilos y eosindfilos, células que suelen asociarse con reacciones
inflamatorias alérgicas como el asma y la urticaria.

Los receptores de cisteinil-leucotrienos cysLT1 y cysLT2 son
RAPG presentes en las células del musculo liso de las vias respirato-
rias, asi como en los eosindfilos, mastocitos y linfocitos. El CysLT1,

que se acopla a proteinas G tanto sensibles como insensibles a
la toxina pertussis, media los aumentos de [Ca’*]; dependientes
de fosfolipasa. En las vias respiratorias estos eventos producen
una broncoconstriccidn potente, mientras que la activacion del
receptor en los mastocitos y eosindfilos provoca la liberacién de las
citocinas proinflamatorias, histamina y factor de necrosis tumoral-
alfa (TNF-o).

Ademas de intervenir en la respuesta inflamatoria, los metabo-
litos de la lipoxigenasa también pueden influir en la actividad de
muchos canales i6nicos, directamente o mediante la regulacién
de proteina-cinasas. Por ejemplo, en las terminaciones nerviosas
sindpticas, los metabolitos de la lipoxigenasa disminuyen la excita-
bilidad de las células mediante la activacion de canales de K*. Los
productos de la lipoxigenasa también pueden regular la secrecion.
En las células de los islotes pancredticos, el AA libre producido en
respuesta a la glucosa parece formar parte de un bucle de retro-
alimentacion negativa que evita el exceso de secrecion de insulina
mediante la inhibicion de la CaM cinasa II.

Los HETE y EET (productos de la epoxigenasa) tienden
a aumentar la liberacion de Ca® a partir de los depositos
intracelulares y a aumentar la proliferacion celular

La via de la epoxigenasa da lugar a la produccion de HETE distintos
al 5-HETE asi como a EET. Los EET y HETE se han implicado en
una gran variedad de procesos, algunos de los cuales se resumen
en la tabla 3-4. Por ejemplo, en los leucocitos mononucleares esti-
mulados, los HETE favorecen la liberacién de Ca’* a partir de los
depositos intracelulares y promueven la proliferacién celular. En
las células del musculo liso, los HETE aumentan la proliferacion
y migracion; estos metabolitos del AA pueden ser unos de los
principales factores implicados en la formacion de la placa ateros-
clerética. En los vasos sanguineos, los HETE pueden ser potentes
vasoconstrictores. Los EET incrementan la liberacién de Ca*" a
partir de los depositos intracelulares, aumentan el intercambio
Na-H y estimulan la proliferacion celular. En los vasos sanguineos,
los EET inducen sobre todo vasodilatacién y angiogénesis, aunque
tienen propiedades vasoconstrictoras en los vasos sanguineos pul-
monares de pequeiio calibre.

La degradacion de los eicosanoides finaliza su actividad

La inactivacién de los productos de eicosanoides es un mecanis-
mo importante para terminar su accion bioldgica. En el caso de
los productos de la COX, la enzima 15-hidroxiprostaglandina
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TABLA 3-4 Acciones de los productos de la epoxigenasa

CELULA/TEJIDO ACCION

HETE Leucocitos T Proliferacion celular
mononucleares 7T Liberacion de Ca?* de los
estimulados depdsitos intracelulares

4 Produccién de TNF-a.
Células B de Implicados en la destruccion
los islotes de estas células en la diabetes
pancreaticos mellitus tipo 1 (de inicio
juvenil)
Células endoteliales | Liberacién de factores
fibrinoliticos
4 Unién de antitrombina
Células del musculo T Proliferacién celular
liso vascular T Migracién
¢Formacion de placa
aterosclerética?
Vasos sanguineos Vasoconstrictores potentes
Respuesta vasoconstrictora
«midgena» de las arterias
renales y cerebrales
EET Células, general T Liberacién de Ca®* de

depositos intracelulares
T Intercambio Na-H
T Proliferacion celular
1 Actividad de la ciclooxigenasa
! Liberacién de somatostatina,
insulina, glucagén
1 Permeabilidad al H,O
estimulada por vasopresina
 Liberacién de renina
Vasodilatacion
Angiogénesis

Células endocrinas

Vejiga de sapo

Vasos sanguineos

Endotelio T Adhesién de células
Plaquetas tumorales
1 Agregacion

deshidrogenasa cataliza las reacciones iniciales que convierten
las prostaglandinas biolégicamente activas en sus metabolitos
15-ceto inactivos. Esta enzima también parece ser activa en el
catabolismo de los tromboxanos.

Enlo que respecta a los productos de la 5-lipoxigenasa, la espe-
cificidad y la distribucion celular de las enzimas que metabolizan
los leucotrienos son comparables a la diversidad de las enzimas
implicadas en su sintesis. Por ejemplo, la 20-hidroxilasa-LTB,, un
miembro de la familia P-450, cataliza la w-oxidacion del LTB,, lo
que finaliza su actividad bioldgica. E1 LTC, se metaboliza a través de
dos vias. Una oxida el LTC ,. La otra via primero elimina el residuo
de acido glutamico del glutatién conjugado, lo que da lugar a LTD,,
y a continuacién elimina el residuo glicina, lo cual produce LTE;
este se excreta facilmente en la orina.

La degradaciéon metabdlica de los productos HETE y EET de
la epoxigenasa (citocromo P-450) es rapida y compleja. La via
predominante de inactivacion parece ser la hidrolisis a través de la
epoxido hidrolasa soluble para formar 4cidos dihidroxieicosatrie-
noicos (DHET), que a su vez pueden inducir respuestas biologicas,
como la vasodilatacion. Una vez formados, los DHET pueden
excretarse intactos en la orina o pueden formar conjugados con
el glutation reducido (GSH). Ademds, tanto los EET como los
DHET pueden sufrir B-oxidacién para formar dcidos grasos epoxi
o metabolizarse por la ciclooxigenasa para generar varios analogos
de prostaglandina.

RECEPTORES QUE SON CATALITICOS

Diversas hormonas y factores de crecimiento se unen a proteinas

de la superficie celular que tienen (o que se asocian con) actividad

enzimatica en el lado citopldsmico de la membrana. A continuacion

se analizan cinco clases de dichos receptores cataliticos (fig. 3-12):

1. Los receptores guanilato-ciclasa catalizan la produccién de
GMPc a partir de GTP.

. Los receptores serina/treonina-cinasa fosforilan residuos

serina o treonina en las proteinas celulares.

3. Los receptores tirosina-cinasa (RTK) fosforilan residuos tiro-
sina en si mismos y en otras proteinas.

4. Los receptores asociados a tirosina-cinasa interactuan con
tirosina-cinasas citosolicas (es decir, no unidas a membrana).

5. Los receptores tirosina fosfatasa escinden los grupos fosfato
en tirosina de las proteinas celulares.

El receptor guanilato-ciclasa transduce la actividad del
péptido natriurético auricular, mientras que una guanilato-
ciclasa soluble transduce la actividad del dxido nitrico

Receptor guanilato-ciclasa (unido a membrana) Algunos de
los ejemplos mejor caracterizados de una proteina transmembrana
con actividad guanilato-ciclasa (v. fig. 3-12A) son los receptores de
los péptidos natriuréticos. ) N3-18 Estos ligandos son una familia
de proteinas pequeiias (~28 aminodcidos) relacionadas que inclu-
ye el péptido natriurético auricular (ANP), el péptido natriuré-
tico tipo B o cerebral (BNP) y el péptido natriurético tipo C (CNP).
Por ejemplo, en respuesta al estiramiento auricular y ventricular
que ocurre con la expansion del volumen intravascular, los mioci-
tos cardiacos liberan ANP y BNP, que actan a través de receptores
guanilato ciclasa. Su accién es relajar el musculo liso vascular y
dilatar los vasos sanguineos (v. ANP en la tabla 20-7, y pag. 553),
asi como aumentar la excrecion de Na* en la orina (natriuresis;
v. pag. 843). Ambas actividades contribuyen a reducir el volumen
sanguineo circulante efectivo y, por tanto, la presion arterial
(v. pags. 554-555).

Los receptores de péptido natriurético NPRA y NPRB son pro-
teinas de membrana con un dominio extracelular de unién a ligando
y un unico segmento transmembrana (v. fig. 3-12A). El dominio
intracelular tiene dos dominios cataliticos consenso para actividad
guanilato ciclasa. La unién de un péptido natriurético induce un
cambio conformacional del receptor que causa su dimerizacion y
activacion. Por tanto, la unién del ANP a su receptor provoca la
conversion del GTP en GMPc y eleva los niveles intracelulares de
GMPc. A su vez, el GMPc activa una cinasa dependiente de GMPc
(PKG o cGK) que fosforila las proteinas en determinados residuos
serina y treonina. En el tubo colector medular renal, el GMPc gene-
rado en respuesta al ANP puede actuar no solo a través de la PKG,
sino también modulando directamente canales idnicos (v. pag. 768).

Guanilato-ciclasa soluble A diferencia del receptor guanilato-
ciclasa que se activa por el ANP, la guanilato-ciclasa soluble (sGC)
citosdlica se activa por el 6xido nitrico (NO). Esta sGC no tiene
homologia con la guanilato-ciclasa receptora y contiene un residuo
hemo que se une al NO.

EINO es un radical libre altamente reactivo, de vida corta. Este
gas disuelto se sintetiza por una familia de enzimas NO sintasa
(NOS) que catalizan la reaccién

L-arginina+1,5NADPH+H* +20, (3-1)
—NO+citrulina+1,5NADP*
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N3-18 Péptido natriurético auricular

© Elsevier. Fotocopiar sin autorizacion es un delito.

Colaboracién de Emile Boulpaep

Las inclusiones granulares de los miocitos auriculares, denomi-
nadas cuerpos de Palade, contienen pro-ANP el precursor del
péptido natriurético auricular (ANP; también denominado factor
natriurético auricular, ANF). El pro-ANP consta de 126 aminoéacidos
y procede del precursor denominado prepro-ANP (151 residuos en
el ser humano). La enzima convertidora corina (una serina-proteasa
transmembrana cardiaca) escinde el pro-ANP durante o después
de su liberacién de las auriculas, lo que da lugar a un fragmento
N-terminal inactivo de 98 residuos y al péptido C-terminal de 28 ami-
noacidos denominado ANP. La liberacion se produce sobre todo
por el estiramiento de los miocitos auriculares. Las hormonas
como la angiotensina, las endotelinas, la arginina-vasopresina y
los glucocorticoides modulan la expresion vy liberacion del ANP.
Hay que senalar que la expresion de la corina estad disminui-
da en la insuficiencia cardiaca, lo que reduce la liberacion de ANP
en el corazén con insuficiencia. Esta disminucién podria contribuir
al incremento inapropiado del volumen del liquido extracelular en
la insuficiencia cardiaca.

El ANP pertenece a la familia NP (péptido natriurético) de pépti-
dos. Sus efectos biolégicos son una potente vasodilatacion, diuresis,
natriuresis y kaliuresis, asi como la inhibicién del sistema renina-
angiotensina-aldosterona.

Existen al menos tres tipos de receptores de péptidos natriu-
réticos (NPR): NPRA (también denominado GC-A [GC de guanilato-

ciclasal, NPRB (o GC-B) y NPRC. EI NPRA y el NPRB son receptores
con un Unico dominio transmembrana acoplado a una guanilato-
ciclasa citosolica (v. pag. 66). La activacién del NPRA o del NPRB
da lugar a la produccion intracelular de GMPc. En el musculo liso, el
GMPc activa la proteina-cinasa dependiente de GMPc que fosforila
la MLCK. La fosforilacion de la MLCK la inactiva, lo que da lugar a la
desfosforilacion de las cadenas ligeras de miosina, lo que permite
la relajacién muscular.

El receptor de tipo C del ANP (NPRC) no se acopla a un sistema
de mensajeros, sino que su funcion principal es eliminar los péptidos
natriuréticos de la circulacion.

El corazén, el cerebro, la hipdfisis y el pulmon sintetizan un com-
puesto similar al ANP denominado BNP denominado inicialmente
péptido natriurético cerebral (32 residuos en el ser humano). Las
acciones biolégicas del BNP son similares a las del ANP

El hipotalamo, la hipdfisis y el rindn sintetizan péptido natriu-
rético tipo C o CNP, que presenta una gran homologia con el ANP
y BNP. EI CNP se une solo al NPRB y es un natriurético débil, pero
un vasodilatador potente.

El rinén también sintetiza un compuesto natriurético similar al
ANP denominado urodilatina o URO. La URO tiene cuatro ami-
noéacidos adicionales en comparacién con el ANP y también se une
al receptor tipo A del ANP. Su efecto bioldgico en el tejido diana se
transduce por el GMPc.
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A GUANILATO- C RECEPTORES D RECEPTORES E RECEPTORES
CICLASAS B RECEPTORES SERINA/ TIROSINA-CINASA ASOCIADOS A TIROSINA-
RECEPTORAS TREONINA-CINASA (RTK) TIROSINA-CINASA FOSFATASA

Espacio N N Grupos
extracelular Ligando carbohidrato
Ligando " N
N N

Tirosina-
Dominios ~ Cinasas  © =
Dominios i irosi
tirosina-
quéniato-clolasa Tipo I Este es el s.mo _ sin RECEPTOR
: que fosforila cinasa DE LA HORMONA
Citosol los efectores
ECETOR RECEPTOR : RECEPTOR DEL CRECIMIENTO CDas
SE A DE TGF-B posteriores. DE NGF

Figura3-12 Receptores cataliticos. A, Los receptores guanilato-ciclasa tienen un dominio extracelular de unién a ligando. B, Los receptores serina/treonina-
cinasa tienen dos subunidades. El ligando se une solo a la subunidad de tipo Il. C, Los RTK similares al receptor de NGF se dimerizan al unirse a un ligando.
D, Los receptores asociados a tirosina-cinasas no tienen actividad enzimatica intrinseca, sino que se asocian de forma no covalente con tirosina-cinasas no
receptoras solubles. E, Los receptores tirosina-fosfatasa tienen actividad tirosina-fosfatasa intrinseca.

En esta reaccién, el NADPH y el NADP" son las formas reducida
y oxidada del dinucle6tido de nicotinamida y adenina fosfato, res-
pectivamente. La tetrahidrobiopterina es un cofactor. La familia
NOS incluye la forma neuronal o nNOS (NOS1), la forma inducible
0 iNOS (NOS2) y la forma endotelial 0 eNOS (NOS3). La nNOS y
la iNOS son enzimas solubles, mientras que eNOS esta unida a la
membrana plasmatica. La activacion de la NOS comienza cuando
un agonista extracelular (p. ej., ACh) se une a un receptor de la
membrana plasmatica, lo que provoca la entrada de Ca**, que se
une a la CaM citosdlica y, a continuacion, estimula la NOS. En el
musculo liso el NO estimula la sGC, que a continuacion convierte
el GTP en GMPc, lo que activa la PKG, que provoca la relajacion
del musculo liso.

No se sabe por qué el NO es tan ubicuo ni cudndo su libera-
cién es importante. Sin embargo, las anomalias del sistema NO
intervienen en los procesos fisiopatolégicos del sindrome de difi-
cultad respiratoria del adulto, el edema pulmonar de las alturas, el
accidente cerebrovascular y otras enfermedades. Por ejemplo, la
importancia del NO en el control del flujo sanguineo se ha usado
inadvertidamente durante mucho tiempo para tratar la angina de
pecho. La angina es el cldsico dolor tordcico provocado por un
flujo sanguineo inadecuado al miocardio, debido generalmente
a aterosclerosis coronaria. La nitroglicerina alivia el dolor al
degradarse espontdneamente y liberar NO, que relaja los mus-
culos lisos de las arteriolas periféricas, lo que reduce el trabajo del
corazon y alivia el dolor asociado. La comprension de los papeles
fisiologicos y fisiopatoldgicos del NO ha permitido la aparicion

de tratamientos clinicos que modulan el sistema de NO. Ade-
mas de la utilizacion de generadores de NO para el tratamiento de
la angina de pecho, otros ejemplos son el uso de NO gaseoso para
el tratamiento del edema pulmonar y los inhibidores de la GMPc
fosfodiesterasa (v. pag. 53) como el sildenafilo para el tratamiento
de la disfuncién eréctil.

Ademas de actuar como una sefal quimica en los vasos san-
guineos, el NO generado por la iNOS parece desempefiar un papel
importante en la destruccién de organismos invasores por los
macrofagos y neutrofilos. E1 NO producido por la nNOS también
actiia como neurotransmisor (v. pags. 315-317) y puede intervenir
en el aprendizaje y la memoria.

La importancia de la via de sefializacion del NO fue reconocida
con la concesién del Premio Nobel de Fisiologia o0 Medicina de
1998 a R.E Furchgott, L.J. Ignarro y E Murad por sus descubri-
mientos sobre el NO como molécula de sefializacion en el sistema
cardiovascular. @) N3-18A

Algunos receptores cataliticos son serina/
treonina-cinasas

Ya se ha explicado como la activacion de varios receptores unidos
a proteinas G puede iniciar una cascada que al final activa cina-
sas (p. ej., PKA, PKC) que fosforilan proteinas en residuos serina
y treonina. Ademds, algunos receptores son ellos mismos serina/
treonina-cinasas, como el del factor de crecimiento transformante-[3
(TGF- B), por lo que son receptores cataliticos.
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N3-18A Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro
y Ferid Murad

Se puede consultar mas informacion sobre Robert F Furchgott,
Louis J. Ignarro y Ferid Murad y sobre los trabajos por los que
recibieron el Premio Nobel en http://www.nobelprize.org/nobel_
prizes/medicine/laureates/1998/ (consultado en marzo de 2015).
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La superfamilia del TGF-f incluye un gran grupo de citocinas,
entre ellas cinco TGF-f, la hormona antimiilleriana (v. pag. 1080),
asi como las inhibinas y activinas (v. pag. 1113), proteinas mor-
fogénicas Oseas y otras glucoproteinas, todas las cuales con-
trolan el crecimiento y la diferenciacién celular. Los miem-
bros de esta familia participan en la embriogénesis, inhiben el
crecimiento de las células epiteliales, estimulan la cicatrizacién
de las heridas e influyen en las funciones inmunitarias y endo-
crinas. La sefializacion descontrolada del TGF-3 es importante
en trastornos fibrosantes progresivos (p. ej., cirrosis hepatica,
fibrosis pulmonar idiopdatica) que provocan la sustitucion del
tejido normal del 6rgano por depdsitos de coldgeno y otros
componentes de la matriz.

Los receptores del TGF-P y factores relacionados son gluco-
proteinas de membrana con un Unico segmento transmembrana
y actividad serina/treonina-cinasa intrinseca. Los receptores de
tipo Iy II (v. fig. 3-12B) son necesarios para la unién del ligando y
la actividad catalitica. El receptor de tipo II se une en primer lugar
alligando, y a continuacion se forma un complejo ternario estable
de ligando, receptor tipo II y receptor tipo I. Tras el reclutamiento
del receptor tipo I en el complejo, el receptor tipo II fosforila al
receptor tipo I, lo que activa la actividad serina/treonina-cinasa
del receptor tipo I. Los principales sustratos de esta actividad cina-
sa son las proteinas SMAD, que se dividen en tres grupos. ) N3-19
El grupo mas numeroso es el de SMAD activadas por receptor
(SMAD 1,2, 3,5y 8), que, tras la fosforilacion por receptores tipo I
activados, se asocian con SMAD4, el inico miembro del segundo
grupo. Este complejo heterodimérico se transloca al nucleo, donde
regula la transcripcién de genes diana. El tercer grupo (SMADS,
SMAD?7) corresponde a las SMAD inhibidoras, que pueden unirse
a receptores tipo I y evitar la fosforilacion de las SMAD activadas
por receptor.

Las RTK producen motivos fosfotirosina reconocidos
por dominios SH2 y dominios de union a fosfotirosina
de efectores

Ademas de las clases de receptores con actividad serina/treonina-
cinasa intrinseca, otros receptores de la membrana plasmatica
tienen una actividad tirosina cinasa intrinseca. Todos los RTK
descubiertos hasta la fecha se fosforilan a si mismos, ademds de
a otras proteinas celulares. El factor de crecimiento epidérmico
(EGF), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF),
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la insulina, el
factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1), el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF) y el factor de crecimiento
nervioso (NGF) pueden unirse a receptores que poseen actividad
tirosina cinasa intrinseca.

Creacion de motivos fosfotirosina La mayoria de los RTK son
proteinas con un Gnico segmento transmembrana que tienen un
dominio extracelular de unién a ligando y un tnico dominio
cinasa intracelular (v. fig. 3-12C). La unién de un ligando, como
el NGE facilita la formacion de dimeros de receptor que, a su vez,
favorecen la asociacién directa y la trans-fosforilacion de los
dominios cinasa adyacentes; el resultado es la activacién del com-
plejo receptor. A continuacion, los receptores activados catalizan
la adicion de fosfato a residuos tirosina (Y) en el propio receptor,
asi como en proteinas especificas asociadas a la membrana celular
y citoplasmicas. Los motivos fosfotirosina (pY) resultantes acttian
como lugares de unién de alta afinidad para el reclutamiento de
varias moléculas de sefializacion intracelular, que se describen en
el apartado siguiente. Estas interacciones dan lugar a la formacién

TABLA 3-5 Fosfopéptidos tirosina del receptor de PDGF
que son reconocidos por dominios SH2 en varias proteinas

TIROSINA (Y) QUE MOTIVO PY

ES FOSFORILADA RECONOCIDO .

EN EL RECEPTOR POR PROTEI PROTEINA QUE

DE PDGF QUE CONT! CONTIENE SH2

Y579 pYIYVD Cinasas de la
familia Src

Y708 pYMDMS p85

Y719 pYVPML p85

Y739 pYNAPY Proteina activadora
de GTPasa

Y1021 pYIIPY PLCy

de un complejo de sefializacién y a la activacion de efectores.
Algunos RTK, como los receptores de insulina y de IGE-1, € N3-20
estan presentes como dimeros incluso antes de la unién al ligando,
pero experimentan un cambio conformacional que favorece la
autofosforilacion y la activacion de los dominios cinasa (v. pags.
1041-1042).

Reconocimiento de motivos pY por dominios SH2 y dominios
de union a fosfotirosina Los motivos pY creados por las tirosina-
cinasas actiian como lugares de unién de alta afinidad para el
reclutamiento de proteinas citopldsmicas o asociadas a membrana
que contienen un dominio SH2 o un dominio PTB (de unién a
fosfotirosina). Los dominios SH2 tienen unos 100 aminoacidos
de longitud. Estan compuestos por residuos relativamente bien
conservados que forman el bolsillo de unién a los motivos pY, asi
como por residuos mas variables que intervienen en la especificidad
de unidn. Estos residuos que confieren especificidad de unién
reconocen principalmente los tres aminodcidos situados en el lado
C-terminal de la fosfotirosina. Por ejemplo, el receptor de PDGF
activado tiene cinco motivos pY (tabla 3-5), cada uno de los cuales
interacttia con una proteina especifica que contiene SH2.

A diferencia de los dominios SH2 y PTB, que interacttian con
motivos pY altamente regulados, los dominios de homologia Src 3
(SH3) interactan constitutivamente con regiones ricas en prolina
de otras proteinas de un modo que no requiere la fosforilacién del
motivo. Sin embargo, la fosforilaciéon en lugares distantes puede
cambiar la conformacion cerca de la region rica en prolina y, por
tanto, regular la interaccién. Aligual que las interacciones con SH2,
las interacciones con SH3 parecen ser responsables del direcciona-
miento de moléculas de sefializacion a determinadas localizaciones
subcelulares. Entre las proteinas que contienen SH2 o SH3 pueden
citarse la proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento
(GRB2), PLCyy la subunidad p85 de la fosfatidilinositol-3-cinasa.

Via de la MAPK Una via comtn por la que los RTK activados
transducen su sefial al citosol e incluso al nucleo es una cascada
de eventos que aumentan la actividad de las proteinas pequenas de
unién a GTP, Ras. Esta via de sefializacion dependiente de Ras
consta de los siguientes pasos (fig. 3-13):

Paso I: un ligando se une al dominio extracelular de un RTK espe-
cifico, lo que provoca la dimerizacion del receptor.

Paso 2: el RTK activado se fosforila a si mismo en residuos tirosina
en el dominio citopldsmico (autofosforilacion).
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N3-20 Receptores de insulina y de IGF-1

Colaboracién de Ed Moczydlowski

El grupo mas amplio de proteinas SMAD es el de las SMAD
activadas por receptor (SMAD 1, 2, 3, 5y 8), que tienen un domi-
nio de interaccién con el receptor tipo | que se fosforila por el
receptor tipo | activado; esta fosforilacion provoca su separacion
del receptor y la asociacion subsiguiente con la SMAD reguladora,
la SMADA4. Este complejo heterodimeérico se transloca al nucleo,
donde puede regular la transcripcién de genes diana mediante
mecanismos directos e indirectos.

La especificidad de sefalizacion de este sistema procede de
dos mecanismos. En primer lugar, distintos miembros del grupo
de SMAD activadas por receptor interacttian con receptores tipo |
especificos. Por ejemplo, la SMAD2 y SMAD3 se asocian con
el receptor tipo | del TGFB (ALK-5), mientras que la SMAD1 se
asocia con los receptores tipo | de la proteina morfogénica ésea
(BMP) como ALK-2 y ALK-3. En segundo lugar, el heterodimero
SMAD/SMADA4 activado por receptor regula no solo la expresion
de genes efectores posteriores, sino también la expresion de un
tercer grupo de SMAD, las SMAD inhibidoras. Estas proteinas
(SMAD6, SMAD?7), una vez expresadas, pueden unirse a los
receptores tipo | y evitan la asociacién y la activacion de las SMAD
activadas por receptor.

Colaboracién de Emile Boulpaep y Walter Boron

Los receptores de insulina (v. fig. 51-5) y de IGF-1 se activan por
mecanismos algo diferentes, como se describe en las paginas
1041-1042 para el receptor de insulina y en la pagina 996 para
el de IGF-1. En resumen, estos receptores son tetraméricos y
estadn compuestos por dos subunidades o y dos subunidades .
La subunidad o contiene una regioén rica en cisteina e interviene
en la unién al ligando. La subunidad B es una proteina con un
Unico segmento transmembrana y un dominio tirosina cinasa
citopldsmico. Las subunidades o y B se mantienen juntas por
enlaces disulfuro (al igual que las dos subunidades o), formando
un heterotetrdmero. La union del ligando produce cambios confor
macionales que parecen provocar interacciones alostéricas entre
los dos pares oy B, a diferencia de la dimerizacién caracteristica
de la primera clase de RTK (v. fig. 3-12C). Por tanto, la union de
la insulina provoca la autofosforilacion de residuos tirosina en los
dominios cataliticos de las subunidades (. El receptor de insulina
activado también fosforila sustratos citopldsmicos, como IRS-1
(sustrato del receptor de insulina 1; v. fig. 51-6), que una vez
fosforilado actlia como sitio de acoplamiento para proteinas de
senalizacién adicionales.
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La unién a ligando provoca
la dimerizacion del receptor.

La GTP-Ras activada recluta
a Raf-1y la activa.

MEK fosforila y activa
a MAPK.

Ligando f V 4 Ligando
\ S0S activa a Ras haciendo que
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Espacio
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Figura 3-13 Regulacion de la transcripcion por la via de Ras. Un ligando, como el factor de crecimiento, se une a un RTK especifico, lo que produce un

aumento de la transcripcién génica en un proceso de 10 pasos.

Paso 3: GRB2, una proteina que contiene SH2, reconoce los resi-
duos pY en el receptor activado.

Paso 4: dado que GRB2 se asocia constitutivamente con el factor
de intercambio de nucle6tido de guanina SOS (son of sevenless),
a través de una interaccion SH3-prolina, el reclutamiento de
GRB2 provoca autométicamente también el reclutamiento
de SOS.

Paso 5: el factor SOS activa la proteina G pequena Ras catalizando
la sustitucion del GDP por GTP.

Paso 6: el complejo GTP-Ras activado activa otras proteinas reclu-
tandolas fisicamente a la membrana plasmatica. En particular,
el GTP-Ras activo interactiia con la porcién N-terminal de la
serina/treonina-cinasa citosolica Raf-1 (también denominada
MAP cinasa cinasa cinasa, MAPKKK o MAP3K), que es la
primera de una serie de proteina-cinasas activadas secuencial-
mente que al final transmiten la sefal de activacion.

Paso 7: Raf-1 fosforila y activa una proteina cinasa denomina-
da MEK (también denominada MAP cinasa cinasa o MAPKK).
MEK es una proteina-cinasa multifuncional que fosforila sus-
tratos en residuos tanto tirosina como serina/treonina.

Paso 8: MEK fosforila unas MAPK, unas serina/treonina-cinasas
citosdlicas, concretamente las denominadas cinasas reguladas
por sefiales extracelulares (ERK1 y ERK2). La activacion de
las MAPK requiere la fosforilaciéon dual en residuos serina y
tirosina contiguos. Raf, MEK y MAPK suelen ensamblarse
sobre una proteina de andamiaje situada en la cara interna de
la membrana celular para facilitar la interaccion/fosforilacion
durante el proceso de activacion.

Paso 9: estas MAPK son unas moléculas efectoras importantes en
la sefializacion de Ras al citoesqueleto. Las MAPK fosforilan
varias proteinas implicadas en el ensamblaje del citoesqueleto

de actina y en las interacciones célula-matriz; esta fosforilacion
da lugar a cambios dependientes de Ras en la morfologia y la
migracion celulares.

Paso 10: una vez activadas, las MAPK se disocian del complejo de
la cara interna de la membrana y se translocan principalmente
al nicleo donde fosforilan varias proteinas nucleares que son
factores de transcripcién. Esto estimula o reprime la unién al
ADN y la actividad transcripcional de estas proteinas nucleares.

O n3-21

Otras dos vias de transduccion de sefiales (AMPcy Ca™) pueden
modular la actividad de algunos de los intermediarios proteicos en
esta cascada de MAPK, lo que sugiere la existencia de multiples
puntos de integracion para los distintos sistemas de sefalizacion.

Via de la fosfatidilinositol-3-cinasa La fosfatidilinositol
3-cinasa (PI3K) es una proteina con un dominio SH2 que suele
intervenir en la sefializacion en respuesta a los RTK. La PI3K es un
heterodimero formado por una subunidad reguladora p85 y una
subunidad catalitica p110. La subunidad p85 tiene un dominio
SH2 que dirige el complejo a receptores activados y un domi-
nio SH3 que media su asociacion constitutiva con p110. Esta tltima
es una lipido cinasa que fosforila PIP, (v. pag. 58) en la posicién 3
del anillo inositol para producir PIP;. El PIP, es un lipido rela-
tivamente abundante en la monocapa interna de la membrana
celular, mientras que el PIP; constituye menos del 1% de los lipidos
de membrana en una célula quiescente.

Tras la activacion de RTK, la PI3K recién reclutada produce PIP;
localmente en la membrana, donde acttia como sitio de unién para
proteinas como la cinasa dependiente de 3-fosfoinositido 1 (PDK1),
PKC (v. pags. 60-61) y el factor intercambiador de nucleétido de
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N3-21 Factores de transcripcion fosforilados por MAPK
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cripcién y el efecto.

Colaboracién de Peter Igarashi

La siguiente tabla recoge algunos factores de transcripcion fosforilados por la MAPK, junto con el sitio de fosforilacién en el factor de trans-

ATR2

Thr-69 y Thr71 (mediante p38 y JNK MAPK)

Factor de transcripcion Sitio Efecto
c-Myc Ser62 Estabiliza la proteina
c-Jun Ser-243 (Ser-63/Ser73 en el dominio de activacion se fosforilan Inhibe la union a ADN

por una cinasa de la familia de MAPK distinta, JNK MAPK)
c-Fos Ser-374 (directa) Estimula la transrepresion

Ser-362 (indirecta a través de la S6 cinasa ribosémica, que se

activa por la MAPK)

p62TCF = Elk-1 Multiple Estimula la transactivacion y
posiblemente también la unién a ADN

C/EBPB = LAP o NF-IL-6 Thr235 Estimula la transactivacion

Estimula la transactivacion

ATF-2, factor de transcripcion activador 2; C/EBP, proteina 3 de union a potenciador CCAAT, JNK, cinasas c-Jun N-terminal.
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guanina Vav. @ N3-22 Los eventos posteriores a la activacién del
receptor de insulina son un buen ejemplo de sefializaciéon por PDK1
(v. fig. 51-6). Cuando la PDK1 se une al PIP;, su actividad cinasa
produce la fosforilacion y activacion del sustrato Akt (también
denominado proteina-cinasa B o PKB). La propia proteina Akt es
una serina/treonina-cinasa que regula a su vez varias proteinas,
inhibiendo la glucégeno-sintasa cinasa 3-8 (GSK-3B), activando
la via de mTOR mediante la fosforilacién e inhibicién de la tube-
rina @) N3-23 e inhibiendo las proteinas proapoptéticas BAD y
caspasa-9 (v. fig. 62-6).

Los receptores asociados a tirosina-cinasa activan
tirosina-cinasas citosolicas como Src y JAK

Algunos de los receptores de citocinas y de factores de crecimiento
que regulan la proliferacion y diferenciacion celulares no tienen
en si mismos actividad tirosina-cinasa intrinseca, pero pueden
asociarse con tirosina-cinasas no receptoras (v. fig. 3-12D). Entre
los receptores de esta clase se incluyen los de varias citocinas,
como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, factor inhibidor de leucemia
(LIF), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF) y eritropoyetina (EPO). La familia también incluye los
receptores de hormona de crecimiento (GH), prolactina (PRL),
leptina, factor neurotréfico ciliar (CNTF) y oncostatina M, asi
como los de IFN-o, IFN- 3 e IFN-y.

Los receptores asociados a tirosina-cinasa suelen constar de
varias subunidades que forman homodimeros (0.ot), heterodimeros
(0f) o heterotrimeros (afy). Por ejemplo, los receptores de IL-3 'y
de GM-CSF son heterodimeros (o) que comparten subunida-
des B comunes con actividad de transduccion. € N3-24 Sin embar-
go, ninguna de las porciones citoplasmicas de las subunidades del
receptor contiene dominios cinasa u otras secuencias de funcién
catalitica reconocida. En su lugar, las tirosina-cinasas de las familias
Src y Janus (JAK o Janus cinasas) se asocian de forma no covalen-
te con los dominios citopldsmicos de estos receptores. Por tanto,
son tirosina-cinasas asociadas a receptor. La unién del ligando a
estos receptores provoca la dimerizacion del receptor y la activacion
de la tirosina cinasa asociada. La cinasa activada fosforila a conti-
nuacion tirosinas tanto en si misma como en el receptor. Por tanto,
los receptores asociados a tirosina cinasa, junto con sus tirosina
cinasas, funcionan de forma muy parecida a los RTK descritos en
el apartado previo. Una diferencia clave es que en el caso de los
receptores asociados a tirosina-cinasa, los receptores y las cinasas
estan codificados por genes distintos y las proteinas solo estan
débilmente asociadas entre si.

La familia Src de tirosina-cinasas asociadas a receptor consta
de al menos nueve miembros. Los codones de iniciacion alterna-
tivos y el splicing con especificidad tisular dan lugar al menos a 14
productos génicos relacionados.

Las regiones conservadas de proteinas de la familia de Src
pueden dividirse en cinco dominios: 1) un sitio de miristilacion
N-terminal, mediante el que la cinasa se ancla a la membrana;
2) un dominio SH3, que se une a las regiones ricas en prolina de
la propia cinasa o a otras proteinas citosdlicas; 3) un dominio
SH2, que se une a tirosinas fosforiladas; 4) el dominio catalitico,
que tiene una actividad tirosina-cinasa, y 5) un extremo C-ter-
minal no catalitico. Los miembros de esta familia se mantienen
en estado inactivo por fosforilacion de tirosina en un residuo
conservado en el extremo C-terminal que provoca la unién de
la pY asi generada con el dominio SH2 N-terminal de la mis-
ma molécula. Esto provoca que el dominio cinasa intermedio
quede oculto. La desfosforilacién del residuo pY después de la

CUADRO 3-5 Oncogenes

transformar una célula de un fenotipo normal a uno malig-

no se atribuy6 inicialmente a que estas proteinas virales
actuaban como activadores o represores transcripcionales. Sin
embargo, durante los ultimos 20 afos se ha descubierto que
solo algunas de estas proteinas virales actlan de esta manera.
LLa mayoria de los oncogenes presenta mutaciones que los trans-
forman en formas constitutivamente activas de proteinas de
sefalizacion celular normales denominadas protooncogenes. La
mayoria de estas proteinas aberrantes (es decir, los oncogenes)
codifica proteinas importantes en una via clave de transduccion de
sefales. Por ejemplo, la expresion de la proteina viral v-erb B in-
terviene en los fibrosarcomas y tanto la v-erb A como la v-erb B
se asocian con leucemias. La proteina v-erb B se asemeja a un
receptor RTK (receptor de EGF) constitutivamente activado y
la v-erb A retroviral procede de un gen celular que codifica un
receptor de hormona tiroidea. Otros receptores y moléculas de
sefalizacion implicados en la transformacion celular son Src,
Ras y el receptor de PDGF. Una mutacion en la proteina tirosina-
fosfatasa 1C produce una hematopoyesis anormal y aumenta la
incidencia de tumores linforreticulares.

La capacidad de ciertas proteinas virales (oncogenes) para

activacién de fosfatasas tales como el receptor proteina tirosina-
fosfatasa oo (RPTPo) o la SHP2 citosdlica, libera esta inhibicion
y el dominio cinasa puede fosforilar a continuacion sus sus-
tratos intracelulares.

Muchos de los miembros de la familia Src se identificaron por
primera vez en células transformadas o tumores debido a muta-
ciones que les hacian ser constitutivamente activos. Cuando estas
mutaciones provocan la transformacion maligna de la célula, el
gen implicado se denomina oncogén; la contrapartida fisioldgica
normal inalterada de un oncogén se denomina protooncogén.

La familia Janus de tirosina-cinasas asociadas a receptor en
mamiferos incluye JAK1, JAK2 y Tyk2. El acrénimo JAK corres-
ponde a just another kinase («simplemente otra cinasa»). Los prin-
cipales sustratos de las JAK incluyen miembros de la familia STAT
(transductores de sefial y activadores de la transcripcion). Cuando
se fosforilan, las STAT interacttian con otros miembros de la familia
STAT para formar un complejo que se transloca al nucleo (v. pag.
90). Alli, el complejo facilita la transcripcion de genes especificos,
como los que son caracteristicos por la respuesta de fase aguda
delainflamacion (v. pag. 1202). Por ejemplo, la unién de la IL-6 al
receptor heterodimérico IL6R/GP130 en los hepatocitos activa a
JAK/STAT, que estimula la transcripcion de las proteinas de fase
aguda. Durante la inflamacion, estas proteinas de fase aguda actian
para limitar el dafio tisular mediante la inhibicidn de proteasas
por células inflamatorias que atacan tanto a las células sanas como
a las enfermas. El patrén de activacion de las STAT proporciona
especificidad en la respuesta a las citocinas. Por ejemplo, la EPO
activa a STAT5a y STAT5b como parte de los eventos tempranos
de la eritropoyesis, mientras que la IL-4 o la IL-12 activan a STAT4
y STAT®.

La atenuacion de la cascada de senalizacion de citocinas implica
la produccién de inhibidores que suprimen la fosforilacion de
tirosina y la activacion de las STAT. Por ejemplo, la IL-6 y el LIF
inducen la expresion del inhibidor SST-1, que contiene un dominio
SH2 y evita que la JAK2 o la Tyk2 activen a STAT3 en células de
leucemia mieloide M1.
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N3-22 Dominios de union a PIP;
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N3-23 Esclerosis tuberosa

Colaboracién de Ed Moczydlowski

Las proteinas que se unen a PIP; contienen un dominio de homo-
logia con la pleckstrina, un dominio PTB o un dominio FYVE que
se une al PIP; asociado a la membrana.

Colaboracion de Ed Moczydlowski

La esclerosis tuberosa se debe a la mutacion del gen TSCT o
TSC2.

N3-24 Composicion multimérica de los
receptores asociados a tirosina cinasa

Colaboracion de Laurie Roman

En el texto se ha senalado que los receptores de -3 y de
GM-CSF son heterodimeros (o) que comparten una subunidad 8
comun dotada de actividad de transduccién. Un ejemplo similar
es el grupo de tres receptores de la IL-6, oncostatina M (OncM)
e IL-11. Estos tres receptores utilizan una subunidad transductora
comun denominada gp130, asi como una subunidad especifica
para la union a ligando.
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Los receptores tirosina-fosfatasa son necesarios
para la activacion de linfocitos

Los residuos de tirosina que son fosforilados por las tirosina-cina-
sas descritas en los dos apartados anteriores son desfosforiladas
por PTP, que pueden ser citosdlicas o transmembrana (es decir,
receptores tirosina-fosfatasa). Las PTP citosdlicas se han descrito
anteriormente. Ambas clases de tirosina-fosfatasas tienen estruc-
turas muy diferentes a las fosfatasas de serina y treonina. Dado que
las tirosina-fosfatasas son muy activas, los grupos pY tienden a
tener una semivida corta y son relativamente escasos en las células
no estimuladas.

La proteina CD45, que se encuentra en la superficie celular de
los linfocitos T'y B, es un ejemplo de un receptor tirosina-fosfatasa.
CD45 solo tiene un segmento transmembrana. Su dominio extra-
celular glucosilado actua como un receptor de anticuerpos, mien-
tras que su dominio citopldsmico tiene actividad tirosina-fosfatasa
(v. fig. 3-12E). Durante su maduracidn, los linfocitos expresan
diversas variantes de CD45 que se caracterizan por diferentes patro-
nes de splicing alternativo y de glucosilacién. CD45 desempefia
un papel crucial en la transduccién de sefiales en los linfocitos.
Por ejemplo, CD45 desfosforila y, por tanto, activa Lck y Fyn (dos
tirosina-cinasas de la familia Src asociadas a receptores) y desen-
cadena la fosforilacién de otras proteinas distales en la cascada
de transduccién de sefales. Esta interaccion entre los receptores
tirosina-fosfatasa y los receptores asociados a tirosina-cinasa es otro
ejemplo de interrelacidn entre vias de sefalizacién.

RECEPTORES NUCLEARES

Los esteroides y las hormonas tiroideas entran
en la célula y se unen a los miembros de la superfamilia
de receptores nucleares en el citoplasma o el niicleo

Muchas moléculas de senalizaciéon no producen sus efectos
mediante su unién a receptores en la membrana celular, sino me-
diante su unién a receptores nucleares (NR, de nuclear receptor),
también denominados receptores intracelulares, que pueden
actuar como reguladores de la transcripcion, un concepto que se
abordara mas en profundidad en la pagina 81. Esta familia inclu-
ye los receptores de hormonas esteroideas, prostaglandinas,
vitamina D, hormonas tiroideas y acido retinoico (tabla 3-6).
Ademis, esta familia incluye receptores relacionados, denomina-
dos receptores huérfanos, cuyos ligandos atin no se han identifi-
cado. Las hormonas esteroideas, la vitamina D y el acido retinoi-
co parecen entrar en la célula por difusion a través de la fase
lipidica de la membrana celular. Las hormonas tiroideas, que son
derivados de aminodcidos con carga, pueden atravesar la mem-
brana celular por difusion o por transporte mediado por trans-
portador. Una vez dentro de la célula, estas sustancias se unen a
receptores intracelulares. Los receptores unidos al ligando son
factores de transcripcion activados que regulan la expresion de
genes diana mediante la unién a secuencias especificas del ADN.
Ademas, las hormonas esteroideas pueden tener efectos no geno-
micos (v. pag. 989). @) N3-25

La familia de receptores nucleares contiene al menos 48 genes
y se ha dividido habitualmente en dos subfamilias basadas en su
homologia estructural. Una subfamilia consta de los receptores
de hormonas esteroideas, incluidos los glucocorticoides (v. pags.
1018-1026) y mineralocorticoides (v. pags. 1026-1030) y androge-
nos (v. pags. 1097-1100), asi como los estrégenos y la progesterona
(v. pags. 1116-1120). Estos receptores actiian principalmente como
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TABLA 3-6 Receptores nucleares

DISPOSICION
RECEPTOR NOMBRE COMPLETO DIMERICA
GR Receptor de glucocorticoides GR/GR
MR Receptor de mineralocorticoides ~ MR/MR
PR Receptor de progesterona PR/PR
ERa, ERB Receptores de estrogenos ER/ER
AR Receptor de andrégenos AR/AR
VDR Receptor de vitamina D VDR/RXR
TR Receptor de hormona tiroidea TR/RXR
RAR Receptor de 4cido retinoico RAR/RXR
PPARa, Receptores activados PPAR/RXR
PPARYy, por la proliferacion
PPARd de peroxisoma a, v, &
FXR Receptor de &cidos biliares FXR/RXR
LXR Receptor X hepatico LXR/RXR
SXR (0 PXR)  Receptor de esteroides SXR/RXR
y xenobidticos (receptor X
de pregnano)
CAR Receptor constitutivo CAR/RXR

de androstano

RXR, receptor X de retinoide.

homodimeros (v. tabla 3-6). El otro grupo incluye receptores para
el acido retinoico, la hormona tiroidea (v. pags. 1006-1010) y la
vitamina D (v. pdgs. 1063-1067). Estos receptores parecen actuar
como heterodimeros (v. tabla 3-6). Como se verd en la pagina 956,
otros receptores nucleares reconocen una amplia variedad de
xenobidticos y metabolitos, de modo que modulan la expresion
de genes que codifican transportadores y enzimas que intervienen
en el metabolismo de farmacos.

La localizacién intracelular de los diferentes receptores no
ocupados es variable. Los receptores de glucocorticoides (GR)
y mineralocorticoides (MR) son principalmente citoplasmicos,
los de estrégenos (ER) y de progesterona (PR) son sobre todo
nucleares, y los de la hormona tiroidea (TR) y el acido retinoi-
co (RAR) estan unidos al ADN en el nucleo. Los receptores cito-
plasmicos aparecen frecuentemente formando complejos con
proteinas chaperonas (o de «choque térmico»). La unién a la
hormona induce un cambio conformacional en estos receptores
que provoca la disociacién de la chaperona citoplasmica y expone
una sefial de transporte nuclear que permite al complejo hormona-
receptor translocarse al nucleo.

Los receptores nucleares contienen 5-6 dominios funcionalmente
distintos (fig. 3-14) que estdn conservados de forma diferente entre
los diversos miembros de la familia. La region A/B N-terminal es
la que difiere mas ampliamente entre los receptores y contiene el
primero de dos dominios de transactivacion. La transactivacion
es el proceso por el que un cambio conformacional del receptor
inducido por ligando provoca una modificacion de la conformacion
del ADN y, por tanto, inicia la transcripcion. La region C, la mas
conservada entre los tipos de receptores, contiene el dominio de
unién al ADN y también participa en la dimerizacion (v. tabla 3-6).
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N3-25 Efectos no gendmicos
de las hormonas esteroideas

Colaboracién de Emile Boulpaep y Walter Boron

Un tema activo en la literatura es que ciertas hormonas esteroi-
deas, cuando se aplican a células en cultivo, producen efectos
biolégicos que son demasiado rdpidos para estar mediados por
alteraciones de la expresién génica. Un ejemplo es la aldos-
terona, que (en varias lineas celulares) puede disminuir la [Ca®*];
tan répidamente que el efecto simplemente no podria deberse
a la alteracion de la sintesis proteica. Ademas, los tratamientos
que bloguean la sintesis de proteinas no inhiben la capacidad
de la aldosterona para disminuir la [Ca®*]. No esté claro como
pueden producirse estos efectos no genémicos tan rapidos de
las hormonas esteroideas. Una posibilidad es que la aldosterona
interactle con un receptor alternativo (es decir, no con el receptor
de mineralocorticoides al que normalmente deberia unirse en
el citoplasma). Otra posibilidad es que la aldosterona se uniera
al receptor de mineralocorticoides, que podria tener un efecto
rapido, ademés del efecto genémico tradicional més lento. Por
ultimo, es posible que la aldosterona interacttie de forma ines-
pecifica con elementos de otra cascada de senalizacion. Con
independencia del mecanismo, la répida accion de la aldosterona
es una excepcién a la norma general de que todas las acciones
de las hormonas de tipo esteroideo ocurren por la modulaciéon de
la transcripcion.
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Dominio de Domino
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transactivacion 1 de union a ADN localizacion de unidn a
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— Receptor
42l =18%i)  ge vitamina D
(315%147%] | 7% ...) TaRs | Receptor
<15% c_le hcrmona
Gl 4?%1 [ 7% — TR, tiroidea
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Figura 3-14 Constitucion modular de receptores intracelulares (o nucleares). Los miembros de esta familia estan presentes en el citoplasma o el ntcleo
e incluyen receptores para varios ligandos, como el 4cido retinoico, vitamina D, hormonas tiroideas y hormonas esteroideas. Estos receptores tienen una
constitucién modular, con hasta seis elementos. Los porcentajes mostrados en los dominios A/B, Cy E se refieren a los grados de identidad de aminoécidos
respecto al receptor de glucocorticoides. Por ejemplo, el 45% de los aminoécidos del dominio de unién a ADN o C del receptor de &cido retinoico son

idénticos al dominio correspondiente del receptor de glucocorticoides.

Se compone de dos estructuras en «dedo de zinc» (v. pag. 82). La
regién D, o bisagra, contiene la «sefal de localizacion nuclear» y
también puede contener secuencias de transactivacion. El dominio E
es responsable de la union a la hormona. Al igual que la zona C,
interviene en la dimerizacion a través de su region en «cremallera
basica» (v. pag. 83). Por tltimo, al igual que la region A/B, la region E
contiene un dominio de transactivacion. El pequeio dominio F
C-terminal solo esta presente en algunos receptores nucleares y su
funcion se desconoce.

Los receptores nucleares activados se unen a elementos
de secuencia en la region reguladora de los genes de
respuesta y activan o reprimen la transcripcion del ADN

Una de las caracteristicas notables de los receptores nucleares es que
se unen de forma muy especifica a secuencias cortas de ADN, deno-
minadas elementos de respuesta a hormonas, en la region regu-
ladora de los genes de respuesta. Los distintos receptores nucleares
muestran distribuciones celulares y tisulares especificas. Por tanto,

la bateria de genes afectados por un determinado ligando depende
del complemento de receptores en la célula, de la capacidad de
estos receptores para formar homodimeros o heterodimeros y de la
afinidad de estos complejos receptor-ligando por un determinado
elemento de respuesta en el ADN.

Ademas de afectar a la transcripcion uniéndose directamente
a elementos reguladores especificos, varios receptores nucleares
modulan la expresion génica actuando como represores de la
transcripcion (v. pag. 92). Por ejemplo, los glucocorticoides,
actuando a través de su receptor, pueden atenuar los componen-
tes de la respuesta inflamatoria suprimiendo la actividad trans-
cripcional de otros factores de transcripcién, como la proteina
activadora 1 (AP-1; v. tabla 4-1) y el factor nuclear kB (NF-kB;
V. pags. 86-87).
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CAPITULO 4

REGULACION DE LA EXPRESION GENICA

Peter Igarashi

En este capitulo se describen los principios generales de la estructu-
rayla expresion de los genes, asi como los mecanismos subyacentes
ala regulacion de la expresion génica especifica de tejidos e induci-
ble. Se verd que determinadas proteinas (factores de transcripcion)
controlan la transcripcidn génica al interactuar con elementos
reguladores en el ADN (promotores y potenciadores). Dado que
muchos de los factores de transcripcion son moléculas efectoras en
las vias de transduccién de senales, estos factores de transcripcion
pueden regular coordinadamente la expresion génica en respuesta
a estimulos fisioldgicos. Por altimo, se describen los importantes
papeles de la regulacion epigenética y postranscripcional de la
expresion génica. Debido a que muchas de las proteinas y secuen-
cias de ADN se conocen por sus abreviaturas, estas se recogen en
el glosario incluido al final de este capitulo.

DE LOS GENES A LAS PROTEINAS

La expresion génica difiere entre los tejidos y (en cualquier
tejido) puede variar en respuesta a estimulos externos

El genoma humano haploide contiene 20.000-30.000 genes dife-
rentes, pero solo alrededor de una tercera parte de ellos se traduce
activamente en proteinas en cualquier célula individual. Las células
de los distintos tejidos tienen aspectos morfoldgicos y funciones
diferentes, y responden de forma distinta a los estimulos externos,
aunque su contenido de ADN es idéntico. Por ejemplo, aunque
todas las células del cuerpo contienen un gen de la albimina, solo
las células hepaticas (hepatocitos) pueden sintetizar y secretar
albumina al torrente sanguineo. Por el contrario, los hepatocitos no
pueden sintetizar insulina, que si producen las células 3 pancreati-
cas. La explicacion para estas observaciones es que la expresion de
los genes estd regulada, de modo que algunos genes estan activos en
los hepatocitos y otros estén silentes. En las células B pancreaticas
estd activo un conjunto diferente de genes; otros, como los que
se expresan solo en el higado, estan silentes. ;Cémo programa el
organismo a un tipo de células para expresar genes especificos del
higado y a otro para expresar un conjunto de genes apropiados
para el pancreas? Este fendmeno se denomina expresion génica
especifica de tejido.

Una segunda cuestion es que los genes en células individuales
no suelen expresarse en niveles constantes e inmutables (expre-
sion constitutiva). Por el contrario, sus niveles de expresion a
menudo varian ampliamente en respuesta a estimulos ambien-
tales. Por ejemplo, cuando la concentracién sanguinea de glu-
cosa disminuye, las células o del pancreas secretan la hormona
glucagon (v. pags. 1050-1053). El glucagdn circula en la sangre

© 2017. Elsevier Espana, S.L.U. Reservados todos los derechos

hasta llegar al higado, donde aumenta 15 veces la expresion del
gen que codifica la fosfoenolpiruvato-carboxicinasa (PEPCK),
una enzima que cataliza el paso limitante de la velocidad en la
gluconeogénesis (v. pag.1051). A continuacion, el aumento de
la gluconeogénesis contribuye a normalizar la concentracién
sanguinea de glucosa. Este bucle regulador simple, que requiere
que las células del higado perciban la presencia de glucagon y
estimulen la expresion del gen de la PEPCK, ilustra el fendmeno
de la expresion de genes inducible.

La informacién genética fluye del ADN a las proteinas

El «dogma central de la biologia molecular» afirma que la infor-
macion genética fluye unidireccionalmente del ADN a las pro-
teinas. El ADN es un polimero de nucleédtidos, cada uno de los
cudles contiene una base nitrogenada (adenina, A; guanina, G;
citosina, C; o timina, T) unida a la desoxirribosa 5’-fosfato. Los
nucledtidos polimerizados forman una cadena polinucleotidica
en la que la secuencia de las bases nitrogenadas constituye la
informacion genética. Con pocas excepciones, todas las células
del cuerpo comparten la misma informacién genética. La forma-
cion de puentes de hidrégeno entre bases (A y T, 0 Gy C) en las
dos cadenas complementarias de ADN produce una estructura
helicoidal doble.

El ADN tiene dos funciones. La primera es actuar como un
almacén autorrenovable de datos que mantiene una fuente cons-
tante de informacidn genética para la célula. Esta funcion se consi-
gue mediante la replicacion del ADN, que asegura que cuando las
células se dividen, las células hijas reciben copias exactas de ADN.
La segunda finalidad del ADN es la de actuar como una plantilla
para la traduccién de la informacién genética en proteinas, que
son las unidades funcionales de la célula. Este segundo objetivo se
define en términos generales como la expresion génica.

La expresion génica implica dos procesos principales (fig. 4-1).
El primer proceso, la transcripcion, es la sintesis de ARN a partir
de una plantilla de ADN, mediada por una enzima denominada
ARN polimerasa II. La molécula de ARN resultante tiene una
secuencia idéntica a una de las cadenas del ADN, salvo porque la
base uracilo (U) sustituye a la timina (T). El segundo proceso, la
traduccion, es la sintesis de las proteinas a partir del ARN. Duran-
te la traduccidn, el codigo genético en la secuencia de ARN es
«leido» por el ARN de transferencia (ARNY) y, a continuacion, los
aminoacidos transportados por el ARNt se unen covalentemente
para formar una cadena polipeptidica. En las células eucariotas la
transcripcion se produce en el nucleo, mientras que la traduccion
se realiza en los ribosomas situados en el citoplasma. Por tanto, es
necesario un intermediario de ARN, denominado ARN mensajero
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ADN

Transcripcion

Traduccion

Proteina N 2 C

Figura 4-1 Desde los genes a las proteinas. La
expresion génica implica dos procesos principales.
En primer lugar, el ADN se transcribe en ARN por
la ARN polimerasa. En segundo lugar, el ARNm se
traduce en proteinas en los ribosomas.

(ARNm), para transportar la informacion genética desde el nticleo
hasta el citoplasma. El proceso completo, comenzando desde el
ADN en el nucleo hasta las proteinas en el citoplasma, constituye
la expresion génica.

Aunque el dogma central de la biologia molecular se apli-
ca a la mayoria de los genes codificantes de proteinas, existen
excepciones. Por ejemplo, los virus de ARN (como el virus de
la inmunodeficiencia humana [VIH] que causa el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida) contienen su informacion genética
en la secuencia de un genoma de ARN. El virus del VIH es ademads
un retrovirus. Tras la infeccion por el VIH, la célula «transcribe de
forma inversa» el genoma de ARN en ADN bicatenario, que luego
se integra en el genoma de ADN del huésped. La transcripcion del
ADN codificado por el virus por parte de la maquinaria trans-
cripcional del huésped produce moléculas de ARN que pasan a
formar parte de nuevas particulas de VIH. Por otro lado, las células
transcriben algunos genes en ARN que no codifican proteinas. Los
ARN denominados no codificantes incluyen los ARN ribosémicos
(ARNr) y los ARN de transferencia (ARNt) que participan en
la traduccidn proteica, los ARN pequenos nucleares (ARNsn)
que intervienen en el splicing (corte y empalme) del ARN vy los
microARN (miARN) que regulan la abundancia y traduccion de
ARNm (v. pags. 99-100).

El gen consta de una unidad de transcripcion

En la figura 4-2 se muestra la estructura tipica de un gen eucariotico
codificante de proteinas tipico. El gen consta de un segmento de
ADN que se transcribe a ARN. Se extiende desde el sitio de inicio
de la transcripcion al sitio de finalizacion de la transcripcion. La
region de ADN que estd inmediatamente adyacente y en direccion
5’ (upstream) desde el sitio de inicio de la transcripcion se deno-
mina region flanqueante 5’. El dominio correspondiente que estd
en direccion 3" (downstream) respecto al sitio de terminacion de
la transcripcién se denomina region flanqueante 3’. (Hay que
recodar que las cadenas de ADN tienen direccionalidad debido
a la orientacion 5" a 3" de los enlaces fosfodiéster del esqueleto de
azucar-fosfato del ADN. Por convencion, la cadena de ADN que

tiene la misma secuencia que el ARN se denomina cadena codi-
ficante y la complementaria se denomina cadena no codificante.
La orientacion 5" a 3" se refiere a la cadena codificante.) Aunque
las regiones flanqueantes 5 y 3’ no se transcriben en ARN, con
frecuencia contienen secuencias de ADN, denominadas elementos
reguladores, que controlan la transcripcién génica. El sitio donde
comienza la transcripcion del gen, a veces denominado sitio de la
caperuza (cap), puede tener una variante de la secuencia de nucled-
tidos 5"-ACTT(T/C)TG-3" (denominada secuencia de caperuza
o cap), donde T/C significa T o C. La A es el sitio de inicio de la
transcripcion. La transcripcion se realiza hasta el sitio de termi-
nacion de la transcripcion, que tiene una secuencia y localizacién
menos definidas en los genes eucaridticos. Situada al final del gen,
pero 5" respecto al sitio de terminacién, se encuentra otra secuencia
denominada sefal de poliadenilacion, que a menudo tiene la
secuencia 5’-AATAAA-3".

El ARN que se transcribe inicialmente a partir de un gen se
denomina transcrito primario (v. fig. 4-2) o ARNm precursor
(pre-ARNm). Antes de que pueda traducirse en una proteina, el
transcrito primario debe transformarse en un ARNm maduro en
el nucleo. La mayoria de los genes eucaridticos contiene exones,
secuencias de ADN que estdn presentes en el ARNm maduro,
alternando con intrones, que no estan presentes en el ARNm. El
transcrito primario es una copia completa de la cadena codificante
del gen y contiene las secuencias tanto de los exones como de los
intrones. Para producir un ARNm maduro que pueda traducirse
a proteinas, la célula debe procesar el transcrito primario en
cuatro pasos.

En primer lugar, la célula agrega una base guanosina inusual,
que esta metilada en la posicion 7, mediante un enlace 5’-5" fos-
fodiéster en el extremo 5" del transcrito. El resultado es una 5" metil
caperuza. La presencia de la 5" metil caperuza es necesaria para la
exportacion de los ARNm desde el ntcleo hasta el citoplasma, asi
como para la traducciéon de los ARNm.

En segundo lugar, la célula elimina las secuencias de los intrones
del transcrito primario a través de un proceso denominado splicing
del pre-ARNm. El splicing implica la union de las secuencias de
los exones en el transcrito de ARN y la eliminacién de los intrones
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Figurad-2 Estructura de un gen eucariotico y sus productos. La figura muestra un gen, un transcrito primario de
ARN, el ARNm maduro y la proteina resultante. La numeracion 5"y 3’ del gen se refiere a la cadena codificante.
ATG, AATAAA y similares son secuencias de nucleétidos. m’G, 7-metil-guanosina.

interpuestos. Como resultado, el ARNm maduro (v. fig. 4-2) es mas
corto y no contiene todas las secuencias de la cadena codificante
de ADN.

El tercer paso del procesamiento es la escision del transcrito
de ARN a unos 20 nucledtidos de la sefial de poliadenilacion en
sentido 3, cerca del extremo 3’ del transcrito.

El cuarto paso es la adicion de una cadena de 100-200 bases
adenina en el sitio de la escision para formar una cola poli(A). Esta
cola contribuye la estabilidad del ARNm.

El ARNm maduro producido por procesamiento del ARN no
solo contiene una regién codificante (una fase de lectura abierta)
que codifica una proteina, sino también secuencias 5" y 3’ que no se
traducen a proteina, las regiones no traducidas (UTR, de untrans-
lated regions) 5"y 3’, respectivamente. La traduccién de los ARNm
en los ribosomas siempre empieza en el codén AUG, que codifica
la metionina, y contintia hasta que el ribosoma se encuentra con

uno de los tres codones de terminacion (UAG, UAA o UGA). El
extremo 5" del ARNm se traduce primero y proporciona el extremo
N-terminal de la proteina; el extremo 3 se traduce al final y da lugar
al extremo C-terminal.

ElI ADN esta empaquetado en la cromatina

Aunque el ADN suele representarse como lineal, el ADN cromoso-
mico en el nucleo estd realmente organizado en una estructura de
orden superior denominada cromatina. Este empaquetamiento es
necesario para que el ADN, cuya longitud total es de ~1 m, pueda
caber en un nucleo con un didmetro de 10~° m. La cromatina
consta de ADN asociado a histonas y a otras proteinas nucleares.
El componente basico de la cromatina es el nucleosoma (fig. 4-3),
cada uno de los cuales consta de un ndcleo proteico (core) y 147
pares de bases (pb) de ADN asociado. El nucleo proteico es un
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Figura 4-3 Estructura de la cromatina.

octamero de las histonas H2A y H2B, H3 y H4. E1 ADN se enrolla
dos veces alrededor de las histonas del nuicleo nucleosémico para
formar una estructura similar a un solenoide. Una histona de unién
(H1) se asocia con segmentos de ADN entre los nucleosomas. Los
conjuntos regulares de nucleosomas tienen un aspecto de collar de
perlas y constituyen la denominada fibra de cromatina de 11 nm,
que se condensa para formar la fibra de 30 nm.

Existen dos formas generales de cromatina, que pueden distin-
guirse citolégicamente por sus diferentes grados de condensacion.
La heterocromatina es una forma de cromatina altamente con-
densada que es inactiva desde el punto de vista de la transcripcion.
En general, la estructura de la cromatina altamente organizada
se asocia con la represion de la transcripcion génica. La hetero-
cromatina contiene principalmente secuencias de ADN repetitivo
y relativamente pocos genes. La eucromatina tiene una estructu-
ra mas abierta y contiene genes que se transcriben activamente.
Incluso en la eucromatina «abierta» transcripcionalmente activa,
la estructura local de la eucromatina puede influir en la actividad
de los genes individuales.

La expresion génica puede regularse en miltiples pasos
La expresion génica consta de ocho pasos (fig. 4-4):

Paso 1: remodelacion de la cromatina. Antes de que un gen
pueda transcribirse deben producirse algunas modificaciones

locales en la estructura de la cromatina para que las enzimas
que median la transcripcion puedan acceder al ADN gendmico.
La modificacion de la estructura de la cromatina se denomina
remodelacion de la cromatina, que puede implicar la relajaciéon
de la interaccién entre las histonas y el ADN, el reposiciona-
miento de los nucleosomas o la deplecion local de histonas.

Paso 2: inicio de la transcripcion. En este paso, la ARN polimerasa
es reclutada al promotor del gen y comienza a sintetizar ARN de
secuencia complementaria a la de una de las cadenas del ADN
patrén. Para la mayoria de los genes eucaridticos, el inicio de
la transcripcidn es el paso critico limitante de la velocidad en
la expresion génica.

Paso 3: elongacion de la transcripcion. Durante la elongacion de
la transcripcion, la ARN polimerasa recorre la cadena de ADN
y ailade secuencialmente ribonucledtidos a la cadena de ARN en
crecimiento. 6 N4-1

Paso 4: terminacion de la transcripcion. Tras producir un ARN
de longitud completa, la enzima detiene la elongacién.

Paso 5: procesamiento del ARN. Como se sefial6 antes, el pro-
cesamiento del ARN implica: a) la adicién de una caperuza 5’
metilguanosina; b) el splicing del pre-ARNm; c) la escision de
la cadena de ARN, y d) la poliadenilacién.

Paso 6: transporte nucleocitoplasmico. El siguiente paso en
la expresion génica es la exportacion del ARNm maduro a
través de los poros de la envoltura nuclear (v. pag. 21) hacia
el citoplasma. El transporte nucleocitoplasmico es un proceso
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mutantes que contienen codones de terminacién prematura
pueden degradarse a través de un proceso denominado degra-
dacion mediada por mutacién de terminacidn.

7. El control de la traduccién del ARNm es un paso regulado en
la expresion de ciertos genes, como el gen del receptor de la
transferrina.

8. El control de la estabilidad del ARNm afecta a los niveles de
estado estacionario de ARNm en el citoplasma y es importante
para la expresion global de muchos genes.

Aunque cualquiera de estos pasos puede ser crucial para la
regulacién de un gen particular, el inicio de la transcripcion es
el que esta regulado con mas frecuencia (paso 2) y es en el que
se centra este capitulo. Al final del capitulo se describen ejemplos
de regulacion epigenética de la expresion génica y de regulacion
en los pasos posteriores al inicio de la transcripcion (regula-
cién postranscripcional).

Los factores de transcripcion son proteinas que regulan
la transcripcion génica

Un principio general es que la transcripcion génica esta regula-
da por las interacciones de proteinas especificas con secuencias
especificas del ADN. Las proteinas que regulan la transcripcion
génica se denominan factores de transcripcion. Muchos factores
de transcripcion reconocen y se unen a secuencias especificas de
ADN. Los sitios de unién para estos factores de transcripcion se
denominan elementos reguladores. Debido a que estan ubicados
en el mismo segmento de ADN que los genes que regulan, estos
elementos reguladores se denominan a veces factores que actiian
en cis.

Enla figura 4-5 se ilustra el esquema general para la regulacion
de la expresion génica. La transcripcion requiere proteinas (factores
de transcripcidn) que se unen a secuencias especificas del ADN
(elementos reguladores) situadas cerca de los genes que regulan
(genes diana). Una vez que las proteinas se unen al ADN estimulan
(o inhiben) la transcripcion del gen diana. Un factor de trans-
cripcién determinado puede regular la transcripcion de maltiples
genes diana. En general, la regulacion de la expresion génica puede
producirse a nivel de factores de transcripcion o de elementos
reguladores. Como ejemplos de regulacion a nivel de los factores

Figura4-5 Regulacion de la transcripcion. La proteina A, un factor de trans-
cripcion que esté codificado por el gen A (no se muestra), regula otro gen
(gen B). La proteina A se une a una secuencia de ADN (elemento regulador)
situado en posicion 5’ respecto al gen B; esta secuencia de ADN es un ele-
mento que actla en cis, porque se encuentra en el mismo ADN que el gen B.
En este ejemplo la proteina A estimula (transactiva) la transcripcion del
gen B. Los factores de transcripcion también pueden inhibir la transcripcion.

de transcripcion se incluyen las variaciones de la abundancia de
factores de transcripcion, de su afinidad por el ADN y de su capa-
cidad para estimular (o inhibir) la transcripcién. Como ejemplos
de regulacion a nivel de elementos reguladores pueden citarse las
modificaciones de la estructura de la cromatina (que influye en la
accesibilidad a los factores de transcripcion) y las modificaciones
covalentes del ADN, especialmente la metilacion.

EL PROMOTORY LOS ELEMENTOS
REGULADORES

La maquinaria transcripcional basal media
la transcripcion génica

Los genes codificantes de proteinas se transcriben por una enzima
denominada ARN polimerasa II (Pol II), que cataliza la sintesis
de ARN cuya secuencia es complementaria a la del ADN. La Pol I
es una proteina grande (masa molecular de 600 kDa) integrada
por 10-12 subunidades. Aunque la Pol II cataliza la sintesis de
ARNm, por si sola es incapaz de unirse al ADN y de iniciar la
transcripcion en sitios especificos. El reclutamiento de la Pol IT y
el inicio de la transcripcién requieren un conjunto de proteinas
denominadas factores de transcripcion general. Se conocen seis
factores de transcripcién generales: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIIF y TFIIH, cada uno de los cuales contiene varias subunida-
des. @) N4-2 Estos factores de transcripcién generales son esen-
ciales para la transcripcion de todos los genes codificantes de
proteinas, lo que los distingue de los factores de transcripcion que
se analizan a continuacion y que estan implicados en la trans-
cripcion de genes especificos. Junto con la Pol II, los factores de
transcripcion generales constituyen la maquinaria transcripcio-
nal basal, que también se denomina holoenzima ARN polime-
rasa o complejo de preiniciacion porque se requiere su ensam-
blaje antes de que pueda comenzar la transcripcion. La
maquinaria transcripcional basal se ensambla en una region de
ADN que esta en situacion inmediatamente 5" respecto al gen e
incluye el sitio de inicio de la transcripcion. Esta region se deno-
mina promotor del gen (fig. 4-6).

El promotor determina el sitio de inicio y la direccion
de la transcripcion

El promotor es un elemento regulador que actua en cis que es
necesario para la expresion del gen. Ademas de definir el sitio de
inicio de la transcripcion, el promotor también determina la direc-
cion de dicha transcripcion. Algo que es un tanto sorprendente es
que no existe ninguna secuencia unica que defina el promotor del
gen, sino que el promotor consta de modulos simples de secuencias
(elementos de ADN). 6 N4-3 Un elemento de ADN comun en
muchos promotores es la secuencia TATA de Goldberg-Hogness,
que tiene la secuencia consenso 5'-GNGTATA(A/T)A(A/T)-3,
donde N es cualquier nucleétido. La secuencia TATA estd situada
generalmente unos 30 pb en sentido 5" desde el sitio de inicio de la
transcripcion. El factor de transcripcion general TFIID (un com-
ponente de la maquinaria transcripcional basal) reconoce la
secuencia TATA, por lo que se considera que determina el sitio de
inicio de la transcripcion. El propio TFIID estd compuesto por una
proteina de unién a TATA (TBP) y al menos 10 factores asociados
a TBP (TAF). La subunidad TBP es una proteina de unién al ADN
especifica de secuencia que se une a la secuencia TATA. Los TAF
estdn implicados en la activacion de la transcripcion génica (se
detalla mas adelante).
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