Estructura de
la membrana

Las membranas celulares son cruciales para la vida celular. La membrana plasma-
tica rodea a la célula, definiendo su extensién y manteniendo las diferencias esen-
ciales entre el contenido de la célula y su entorno. Dentro de la célula eucariota, las
membranas del reticulo endopldsmico, del complejo de Golgi, de las mitocondrias
y de otros orgédnulos delimitados por membrana mantienen las diferencias carac-
teristicas entre los contenidos de cada orgénulo y el citosol. Los gradientes iénicos
que se establecen a través de las membranas, generados por la actividad de protei-
nas de membrana especializadas, pueden ser usados para sintetizar ATP, dirigir el
movimiento transmembranoso de solutos seleccionados o, en células nerviosas y
musculares, para producir y transmitir sefiales eléctricas. En todas las células, la
membrana plasmaética contiene también protefnas que actiian como sensores de
sefales externas, permitiendo que la célula cambie en respuesta a indicaciones
ambientales; estas proteinas sensoras, o receptores, transfieren informacién, en lu-
gar de iones o de moléculas, a través de la membrana.

Aungque realicen diferentes funciones, todas las membranas bioldgicas tie-
nen una estructura bdsica comiin: una finisima capa de moléculas lipidicas y
proteicas, que se mantienen unidas fundamentalmente por interacciones no co-
valentes. Las membranas celulares son estructuras dindmicas, fluidas y la mayo-
ria de sus moléculas son capaces de desplazarse en el plano de la membrana.
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Figura 10-1 Tres visiones de una
membrana celular.

(A) Electronmicrografia de una
membrana plasmaética (de un
eritrocito humano) en seccién
transversal. (B y C) Dibujos
esquemadticos que muestran en dosy
tres dimensiones la membrana celular.
(A, por cortesfa de Daniel S. Friend.)
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Las moléculas lipidicas estdn dispuestas en forma de una doble capa continua
de unos 5 nm de grosor (Figura 10-1). Esta bicapa lipidica constituye la estructu-
ra basica de la membrana y actiia de barrera relativamente impermeable al paso
de la mayoria de moléculas hidrosolubles. Las moléculas proteicas, que normal-
mente se hallan “disueltas” en la bicapa lipidica, median la mayoria del resto de
funciones de la membrana, por ejemplo transportando moléculas especificas a
través de ella o catalizando reacciones asociadas a la membrana, como la sinte-
sis de ATP. Algunas proteinas de membrana actiian de eslabones estructurales
que relacionan la membrana plasmdtica con el citoesqueleto y/o con la matriz
extracelular de las células adyacentes, mientras que otras proteinas actian
como receptores que reciben y transducen las sefiales quimicas procedentes del
entorno celular. Como podria esperarse, las membranas son estructuras asimeé-
tricas: la composicién lipidica y proteica de sus caras interna y externa es dife-
rente reflejando las diferentes funciones realizadas por ambas superficies.

En este capitulo consideraremos la estructura y la organizacion de los dos
constituyentes principales de las membranas biolégicas -los lipidos y las protei-
nas. Si bien prestaremos especial atencién a la membrana plasmatica, muchos
de los conceptos son aplicables a las membranas internas. Las funciones de las
membranas celulares se considerardn posteriormente. Su papel en la sintesis del
ATP serd discutido en el Capitulo 14; su papel en el transporte transmembrano-
so de pequefias moléculas, en el Capitulo 11 y su papel en la transmisién celular
de sefiales y en la adhesion celular, en los Capitulos 15 y 19. En los Capitulos 12 y
13 se discutirdn las caracteristicas de las membranas internas de la célula (endo-
membranas) y el trifico de proteinas a través y entre ellas.

La bicapa lipidica’

La bicapa lipfdica ha sido establecida como la base universal de la estructura de
la membrana celular. Es f4cil de observar en una electronmicrografia convencio-
nal, aunque son necesarias técnicas especializadas, como difraccién de rayos X y
técnicas de criofractura, para revelar los detalles de su organizacién. La estructura
en bicapa puede atribuirse a las propiedades especiales de las moléculas lipidicas,
que hacen que dichas moléculas se ensamblen espontdneamente formando bica-
pas, incluso en sencillas condiciones artificiales.

Los lipidos de las membranas son moléculas anfipaticas
que espontdneamente forman bicapas!

Las moléculas lipidicas son insolubles en agua pero se disuelven facilmente en
disolventes orgénicos. Constituyen aproximadamente un 50 % de la masa de la
mayoria de las membranas plasmadticas de las células animales, siendo casi todo
el resto proteinas. Existen unas 5 x 10° moléculas lipidicas en una seccién de bi-
capa lipidica de 1 pm x 1 pm, o aproximadamente 10° moléculas lipidicas en la
membrana plasmatica de una célula animal pequefia. Todas las moléculas lip{di-
cas en las membranas celulares son anfipdticas (o anfifilicas) —es decir, tienen un
extremo hidrofilico (“que se siente atraido por el agua” o polar) y un extremo hi-
drofébico (“que rehuye el agua” o no polar). Las mas abundantes de estas molé-
culas son los fosfolfpidos. Los fosfolipidos tienen una cabeza polar y dos colas hi-
drocarbonadas hidrofébicas (Figura 10-2). Las colas suelen ser 4cidos grasos, y
pueden tener diferente longitud (normalmente contienen de 14 a 24 dtomos de
carbono). Normalmente una de las colas presenta uno o mds dobles enlaces cis
(es decir, es insaturada) mientras que la otra normalmente no tiene dobles enla-
ces (es decir, es saturada). Como se muestra en la Figura 10-2, cada doble enlace
cis genera una suave curvatura en la cadena. Las diferencias de longitud y de gra-
do de saturacién entre las colas hidrocarbonadas son importantes porque afec-
tan la capacidad de las moléculas de fosfolipidos para empaquetarse una contra
otra y, por lo tanto, afectan la fluidez de la membrana (véase mds adelante).
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Figura 10-2 Las zonas de una molécula de fosfolipido. La
fosfatidilcolina, representada de forma esquemdtica (A),

como férmula qufmica (B), como modelo espacial compacto (C)
y en forma de simbolo (D). La curvatura debida al doble enlace
cis estd exagerada en los dibujos para hacerla mds visible.

La forma y la naturaleza anfipética de las moléculas lipidicas es lo que deter-
mina que estas moléculas formen espontdneamente bicapas lipfdicas en solu-
cidn acuosa. Cuando las moléculas anfipéticas se encuentran rodeadas por to-
das partes por un ambiente acuoso, tienden a agregarse de tal manera que sus
colas hidrofébicas se esconden en el interior y sus cabezas hidrofilicas quedan
expuestas al agua. Dependiendo de su forma, pueden conseguir esta disposi-
cién, de una de dos maneras: pueden formar micelas esféricas, con las colas ha-
cia el interior, o pueden formar ldminas bimoleculares, o bicapas, con las colas
hidrofébicas escondidas entre dos capas de cabezas hidrofilicas (Figura 10-3).

Debido a su forma cilindrica, la mayoria de los fosfolipidos de membrana for-
man espontdneamente bicapas en un entorno acuoso. Ademds, estas bicapas lipf-
dicas tienden a cerrarse sobre si mismas formando compartimientos hermeéticos,
eliminando asi los bordes libres en los que las colas hidrofébicas podrian estar en
contacto con el agua. Por esta misma razén, los compartimientos formados por bi-
capas lipidicas tienden a cerrarse de nuevo después de haber sido rotos.

Ademds de sus propiedades de autoensamblaje y de autosellado, una bicapa
lipidica tiene otras caracteristicas que hacen de ella una estructura ideal para
constituir las membranas celulares. Una de las mds importantes es su fluidez,
que, como veremos, es crucial para muchas de sus funciones.

La bicapa lipfdica es un fluido bidimensional?

Sorprendentemente, no fue hasta principios de los afios 1970 que los investigadores
reconocieron por primera vez que las distintas moléculas lipidicas pueden difundir
libremente dentro de las bicapas lipidicas. La demostracién inicial procede de unos
estudios sobre bicapas lipidicas sintéticas. Dos tipos de estas bicapas sintéticas han
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Figura 10-3 Micela de lfpidosy
bicapa lipfdica vistas en seccién
transversal. Las moléculas de lfpido
forman, espontdneamente, estructuras
como éstas en el agua. La forma dela
molécula lipidica determina cudl de
estas estructuras se forma. Las
moléculas lipidicas en forma de cufia
(arriba) forman micelas, mientras que
las moléculas de fosfolfpidos de forma
cilindrica (abajo) forman bicapas.
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resultado muy titiles en los estudios experimentales: (1) bicapas producidas en for-
ma de vesiculas esféricas, denominadas liposomas, cuyo tamafio puede variar de 25
nm a 1 pm de didmetro segtin cual sea el sistema de preparacién (Figura 10-4), y (2)
bicapas planas, denominadas membranas negras, formadas a través de un agujero
situado en una separacién entre dos compartimientos acuosos (Figura 10-5).

Se han utilizado diversas técnicas para medir el desplazamiento de las molé-
culas lipidicas y de sus diferentes regiones. Por ejemplo, se puede construir una
molécula lipidica cuyo grupo de cabeza polar lleve una “marca de espin”, tal
como un grupo nitroxilo (>N-0), que contiene un electrén desapareado cuyo es-
pin genera una sefial paramagnética que se puede medir mediante espectrosco-
pia de resonancia de espin electrénico (ESR, de Electron Spin Resonance’). (Los
principios de esta técnica son similares a los de la resonancia magnética nuclear,
que se discuten en el Capitulo 4). Mediante el espectro ESR se puede medir el
movimiento y la orientacién de un lipido marcado dentro de una bicapa. Estos
estudios demuestran que las moléculas de fosfolipido de las bicapas artificiales
raramente migran de un lado a otro de la monocapa. Este proceso, denominado
“flip-flop”, se produce menos de una vez al mes en cualquier molécula lipidica.
Por otro lado, las moléculas lipidicas intercambian facilmente su lugar con el de
las moléculas vecinas dentro de una monocapa (~107 veces por segundo). Ello da
lugar a una rdpida difusién lateral, con un coeficiente de difusién (D) de aproxi-
madamente 10-® cm?/segundo, lo cual significa que una molécula lipidica pro-
medio difunde la longitud de una gran célula bacteriana (~2 um) en aproxima-
damente 1 segundo. Ademds, estos estudios indican que las moléculas lipidicas
giran con gran rapidez alrededor de sus ejes longitudinales y que sus cadenas hi-
drocarbonadas son flexibles (Figura 10-6).

Unos estudios similares han sido realizados con moléculas lipidicas marca-
das, en membranas bioldgicas aisladas y en células enteras relativamente senci-
llas como micoplasmas, bacterias y glébulos rojos (eritrocitos) anucleados. En
general, los resultados de estos estudios son los mismos que los que se obtienen
con bicapas artificiales, y demuestran que el componente lipidico de las mem-
branas bioldgicas es un liquido bidimensional en el que las moléculas constitu-
yentes son libres de moverse lateralmente; al igual que en las bicapas sintéticas,
las moléculas de fosfolipido se hallan restringidas a su propia monocapa. Este
confinamiento crea un problema para su sintesis. Los fosfolipidos son sintetiza-
dos sélo en una de las monocapas de la membrana, la cual se sintetiza principal-
mente en la monocapa citosélica de la membrana del reticulo endoplasmaético
(ER, de Endoplasmic Reticulum); si ninguna de estas moléculas recientemente
formadas pudiera migrar hacia la otra mitad de la bicapa lipidica, no se podria
formar mds bicapa. Este problema se soluciona gracias a un tipo especial de en-
zimas unidas al ER llamadas translocadoras de fosfolipidos, que catalizan un ra-
pido flip-flop de fosfolipidos especificos desde la monocapa donde han sido sin-
tetizados hasta la monocapa opuesta, como se discute en el Capitulo 12.

agua agua
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bicapa lipidica (membrana negra)

Figura 10-5 Representaci6n en seccién transversal de una bicapa lipidica
sintética, denominada membrana negra. Esta bicapa planar se forma a
través de un pequeno agujero en una pared que separa dos compartimientos
acuosos. Las membranas negras se utilizan para medir las propiedades de
permeabilidad de las membranas artificiales.
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Figura 10-4 Liposomas.

(A) Electronmicrografia de vesiculas de
fosfolipidos (liposomas) en agua, sin
fijar ni tefir. Nétese que la estructura
bilaminar de las vesiculas es
claramente aparente. (B) Dibujo de un
pequeiio liposoma esférico visto en
seccién transversal. Normalmente los
liposomas se utilizan como modelo de
membrana en estudios
experimentales. (A, por cortesia de
Jean Lepault.)
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Figura 10-6 Movilidad de los
fosfolipidos. Los tipos de movimientos
posibles de las moléculas de
fosfolipido en una bicapa lipidica.



La fluidez de una bicapa lipidica depende de su composicion®

La fluidez de las membranas celulares es biol6gicamente importante. Algunos
procesos de transporte y algunas actividades enzimadticas, por ejemplo, pueden
detenerse cuando la viscosidad de la bicapa se incrementa experimentalmente
mas alld de un nivel umbral. La fluidez de una bicapa lipidica depende tanto de
su composicién como de la temperatura, como ha sido demostrado por estudios
en bicapas sintéticas. Una bicapa sintética, producida a partir de un tnico tipo
de fosfolipido, pasa de un estado liquido a un estado cristalino rigido (o gel) en
un punto de congelacién caracteristico. Este cambio de estado recibe el nombre
de transicion de fase, y 1a temperatura a la que se produce es mas baja (es decir,
la membrana resulta mds dificil de congelar) si las cadenas hidrocarbonadas son
cortas o tienen dobles enlaces cis. Una menor longitud de la cadena reduce la
tendencia de las colas hidrocarbonadas a interaccionar entre si, y los dobles en-
laces cis producen pliegues en las cadenas hidrocarbonadas que dificultan su
empaquetamiento, de forma que las membranas permanecen fluidas a tempe-
raturas més bajas (Figura 10-7). Bacterias, levaduras y otros organismos cuyas
temperaturas varian con la de su entorno, controlan la composicién de los 4ci-
dos grasos de sus lipidos de membrana para mantener una fluidez relativamente
constante; en caso de que la temperatura disminuya se sintetizan 4cidos grasos
con mds dobles enlaces cis, de manera que evitan una pérdida de fluidez de la
bicapa por efecto de la disminucién de la temperatura.

Sin embargo, la bicapa lipidica de muchas membranas celulares no esta
compuesta exclusivamente por fosfolipidos; habitualmente contienen ademads,
colesterol y glucolipidos. Las membranas plasmdticas de eucariotas contienen
cantidades especialmente elevadas de colesterol (Figura 10-8) —hasta una pro-
porcién de méds de una molécula de colesterol por cada molécula de fosfolipido.
Las moléculas de colesterol refuerzan el caracter de barrera permeable de la bi-
capa lipidica. Se orientan en la bicapa con sus grupos hidroxilo préximos a las
cabezas polares de las moléculas de fosfolipidos; sus anillos esteroides, planos y
rfgidos, interactian con -y en parte inmovilizan- las regiones de las cadenas hi-
drocarbonadas que son mds cercanas a los grupos polares de la cabeza, dejando
el resto de la cadena mas flexible (Figura 10-9). Al disminuir la movilidad de los
primeros grupos CH, de las cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de fosfo-
lipidos, el colesterol hace a la bicapa lipidica mds rigida en esta regién y de ese
modo disminuye la permeabilidad de la bicapa a moléculas solubles pequeiias.
Aunque de esta manera el colesterol tiende a hacer menos fluidas las bicapas li-
pidicas, a las altas concentraciones en que se presenta en la mayoria de las
membranas plasmdticas de eucariotas también impide que las cadenas hidro-
carbonadas se junten y cristalicen. De esta manera, el colesterol inhibe posibles
transiciones de fase.
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Figura 10-7 Influencia de los dobles
enlaces cis en las cadenas
hidrocarbonadas. La presencia de
dobles enlaces hace més dificil el
empaquetamiento de las cadenas, lo
cual hace que la bicapa lipidica sea
mds dificil de congelar.

Figura 10-8 Estructura del colesterol.
La molécula de colesterol,
representada mediante su férmula (A),
mediante un esquema (B) y mediante
un modelo espacial compacto (C).




En la Tabla 10-1 se compara la composicién lipidica de distintas membranas
biolégicas. Obsérvese que a menudo las membranas plasmaticas bacterianas es-
tdn compuestas principalmente por un tnico tipo de fosfolipido y no contienen
colesterol; la estabilidad mecénica de estas membranas estd asegurada por la
pared celular que las recubre (véase Figura 11-14). Contrariamente, la composi-
cién de la membrana celular de la mayoria de las células eucariotas es mds va-
riada, conteniendo no sélo grandes cantidades de colesterol, sino también una
mezcla de diferentes fosfolipidos. Cuatro grupos de fosfolipidos predominan en
la membrana plasmatica de muchas células de mamiferos: fosfatidilcolina, es-
fingomielina, fosfatidilserina vy fosfatidiletanolamina. Las estructuras de estas
moléculas se muestran en la Figura 10-10. N6tese que tan sélo la fosfatidilserina
tiene una carga neta negativa, cuya importancia trataremos posteriormente; las
otras tres moléculas son eléctricamente neutras a pH fisiolégico, presentando
una carga negativa y otra positiva. En conjunto, estos cuatro fosfolipidos consti-
tuyen mds de la mitad de la masa de lipidos de la mayoria de las membranas
(véase Tabla 10-1). Otros fosfolipidos, tales como los fosfolipidos de inositol, son
funcionalmente importantes pero se hallan en cantidades relativamente peque-
fias. En el Capitulo 15 se describe el papel crucial que desempenan los fosfolipi-
dos de inositol en las sefializacién celular.

Cabe preguntarse por qué la membrana plasmdtica eucariota contiene tal
variedad de fosfolipidos, con grupos de cabeza que difieren en tamafio, forma y
carga. Podemos empezar a comprender este porqué si pensamos en los lipidos
de la membrana como en un disolvente bidimensional de las proteinas de la
membrana, al igual que el agua constituye un disolvente tridimensional para las
proteinas en una solucién acuosa. Como veremos, ciertas proteinas de membra-
na tnicamente puedan actuar en presencia de grupos de cabeza de determina-
dos fosfolipidos, de la misma forma que muchas enzimas en solucidén acuosa re-
quieren un ion determinado para presentar actividad.

La bicapa lipidica es asimétrica*

En las membranas plasmadticas que han sido analizadas, la composicién lipidica
de las dos mitades de la bicapa lipidica es marcadamente diferente. En la mem-
brana del glébulo rojo humano, la mayoria de las moléculas lipidicas que tienen
colina -(CH,),N*CH,CH,OH- en su grupo de cabeza (que es, fosfatidilcolina y es-

Tabla 10-1 Composicién lipfdica aproximada de diferentes membranas celulares

Porcentaje de lipido total en peso
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Figura 10-9 El colesterol en una
bicapa lipidica. Dibujo esquemitico
de una molécula de colesterol
interactuando con dos moléculas de
fosfolipido en una de las ldminas de
una bicapa lipidica.
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fosfatidiletanolamina fosfatidilserina fosfatidilcolina esfingomielina

fingomielina) se encuentran en la mitad exterior de la bicapa lipidica, mientras
que la mayorfa de moléculas de fosfolipido que contienen un grupo amino pri-
mario terminal (fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina) se hallan en la mitad in-
terior (Figura 10-11). Dado que la fosfatidilserina, de carga negativa, est4 locali-
zada en la monocapa interior, existe una importante diferencia de carga entre
las dos monocapas.

La mayoria de las membranas de una célula eucariota, incluyendo la mem-
brana plasmdtica, se sintetizan en el reticulo endoplasmaético (ER) y es alli donde
se genera la asimetria de los fosfolipidos por translocadores que trasladan espe-
cificamente moléculas de fosfolipidos de una monocapa a otra (se discute en el
Capitulo 12). Esta asimetria lipfdica puede ser funcionalmente importante. La
enzima proteina quinasa C, por ejemplo, se activa en respuesta a variadas sefia-
les extracelulares; se une a la cara citoplasmdtica de la membrana, donde se ha-
lla concentrada la fosfatidilserina, y requiere este fosfolipido cargado negativa-
mente para actuar. De modo similar los fosfolipidos de inositol se concentran en
la cara citoplasmatica de la membrana plasmadtica de la célula eucariota. Estos
fosfolipidos minoritarios son escindidos en dos fragmentos por enzimas especi-
ficas que son activadas por sefiales extracelulares. Ambos fragmentos actian
luego dentro de la célula como mensajeros solubles que permiten la difusién de
la sefial hacia el interior de la célula, como se discutird en el Capftulo 15.
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Figura 10-10 Cuatro delos
principales fosfolfpidos de las
membranas plasméticas de las
células de mamffero. Obsérvese que
tanto en esta figura como en las
siguientes, los diferentes grupos de la
cabeza se representan mediante
sfmbolos diferentes, Todas las
moléculas lipidicas que se presentan
derivan del glicerol excepto la
esfingomielina que deriva de la serina. .

Figura 10-11 Ladistribucién
asimétrica de los fosfolfpidos y de los
glucolfpidos en la bicapa lip{fdica de
los gl6bulos rojos humanos. Los
simbolos utilizados para los
fosfolfpidos son los introducidos en la
Figura 10-10. Ademds, los glucolipidos
se han dibujado con grupos de cabeza
polar de forma hexagonal (azul). Se
cree que el colesterol (no dibujado) se
distribuye casi a partes iguales en
ambas monocapas.
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En la superficie de todas las membrana plasmaticas
hay glucolipidos®

Las moléculas lipidicas que presentan una asimetria mds marcada en cuanto a
su distribucién en las membranas celulares son las moléculas lipidicas que
contienen aziicares denominadas glucolfpidos. Estas asombrosas moléculas se
encuentran exclusivamente en la mitad no citoplasmadtica de la bicapa lipidica,
donde al parecer se autoasocian formando microagregados mediante la forma-
cién de enlaces de hidrégeno entre ellas. En la membrana plasmadtica sus gru-
pos azticar quedan al descubierto en la superficie de la célula (Figura 10-11), lo
cual sugiere que deben desempeifiar alguna funcién en las interacciones de la
célula con su entorno. La distribucién asimétrica de los glucolipidos en la bica-
pa resulta de la adicién de grupos aziicar a las moléculas lipidicas en el lumen
del complejo de Golgi, el cual es topograficamente equivalente al exterior de la
célula (se discute en el Capitulo 13).

Los glucolipidos se presentan probablemente en las membranas plasmati-
cas de todas las células animales, constituyendo aproximadamente un 5% de las
moléculas lipidicas de la monocapa exterior. Ademds se encuentran en algunas
membranas intracelulares. Los glucolipidos més complejos, los ganglidsidos,
contienen oligosacaridos con uno o mds residuos de 4dcido sidlico, lo que les pro-
porciona una carga neta negativa (Figura 10-12). Los gangliésidos son mds
abundantes en la membrana plasmadtica de las células nerviosas, en donde cons-
tituyen aproximadamente un 5-10% de la masa lipidica total, aunque también se
encuentran en casi todos los tipos celulares en cantidades mucho mas reduci-
das. Hasta el momento se han identificado mads de 40 ganglidsidos diferentes.

Por ahora no se dispone mads que de indicios acerca de cudles podrian ser las
funciones de los glucolipidos. Una posible pista procede de su localizacién: en la
membrana plasmadtica de las células epiteliales, por ejemplo, los glucolipidos se
encuentran confinados en la superficie apical, donde podrian ayudar a proteger
la membrana de las condiciones adversas que frecuentemente existen alli (como
pH bajo y enzimas degradativas). Los glucolipidos con carga, como los gangli6si-
dos, pueden tener importancia debido a sus efectos eléctricos: su presencia alte-
raria el campo eléctrico a través de la membrana y la concentracién de iones
-especialmente Ca?'— en su superficie externa. Los glucolipidos pueden también
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Figura 10-12 Moléculas de
glucolfpidos. Los galactocerebrésidos
(A) son llamados glucolipidos neutros
porque el aziicar que forma su grupo
de cabeza no estd cargado. Un
gangliésido (B) siempre contiene uno
o mds residuos de 4cido sidlico
(también llamado 4dcido N-acetil
neuraminico o NANA) cargados
negativamente, cuya estructura se
muestra en (C). Mientras que en
bacterias y en plantas casi todos los
glucolipidos derivan del glicerol, como
la mayoria de fosfolipidos, en las
células animales casi siempre se
generan a partir de esfingosina, un
alcohol amino derivado de la serina,
como en el caso del fosfolipido
esfingomielina (véase Figura 10-10).
Gal = galactosa; Glc = glucosa,
GalNAc = N-acetil galactosamina; estos
tres aziicares no estdn cargados.



desempefiar un papel en el aislamiento eléctrico, ya que se hallan en gran canti-
dad en la mitad no citoplasmética de la bicapa de la membrana mielinica, que
aisla eléctricamente los axones de la célula nerviosa. Ademads se cree que desem-
pefan alguna funcién en los procesos de reconocimiento celular. El gangliésido
Gy, (véase Figura 10-12), por ejemplo, actiia como receptor de superficie celular
para la toxina bacteriana que provoca la diarrea debilitante del célera. La toxina
del célera tinicamente se fija y penetra en aquellas células que tienen G, en su
superficie, incluidas las células del epitelio intestinal. Su ingreso en la célula pro-
voca un incremento prolongado de la concentracién intracelular de AMP ciclico
(se discute en el Capitulo 15), la cual genera, en el intestino, un gran eflujo de Na*
y de agua. Aunque la fijacién de las toxinas bacterianas no puede ser la funcién
normal de los gangliésidos, estas observaciones sugieren que estos glucolipidos
también pueden actuar como receptores de moléculas extracelulares habituales.
Esta suposicién se apoya en la evidencia creciente de que los glucolipidos pue-
den ayudar a las células a unirse a la matriz extracelular y a otras células, como
discutiremos mds adelante.

Resumen

Las membranas biolégicas estdn formadas por una doble capa continua de molé-
culas liptdicas, en la que estdn inmersas varias protefnas de membrana. Esta bica-
pa liptdica es fluida, y las distintas moléculas liptdicas pueden difundir rdpida-
mente dentro de su propia monocapa. La mayoria de las moléculas liptdicas, sin
embargo, casi nunca realizan de forma espontdnea flip-flop de una monocapa a la
otra. Las moléculas lipidicas de las membranas son anfipdticas y algunas de ellas
(los fosfolfpidos), cuando se colocan en agua, se unen espontdneamente entre st for-
mando bicapas; las bicapas forman compartimientos cerrados que tienen una gran
tendencia a volverse a unir si se rompen. Existen tres clases principales de molécu-
las liptdicas de membrana -los fosfolipidos, el colesterol y los glucolfpidos- y la
composicién liptdica de la monocapa externa es diferente a la de la interna, lo que
refleja las diferentes funciones de las dos caras de una membrana celular. En las
membranas plasmdticas de los diferentes tipos de células, al igual que en los diver-
sos compartimientos membranosos internos de las células eucariotas, se presentan
diferentes mezclas de lipidos. Algunas protefnas unidas a la membrana necesitan
lfpidos con grupos polares espectficos para actuar, lo que al parecer explicaria, al
menos en parte, por qué las membranas eucariotas contienen tipos tan diversos de
moléculas liptdicas.

Proteinas de membrana®

Aunque la estructura bdsica de las membranas biolégicas estd determinada por
la bicapa lipidica, la mayorfa de sus funciones especificas estdn desempefniadas
por protefnas. Por consiguiente, la cantidad y el tipo de proteinas de una mem-
brana son muy variables: en la vaina de mielina, cuya funcién principal consiste
en aislar los axones nerviosos, menos de un 25% de la masa de la membrana es
proteina, mientras que en las membranas dedicadas a la transduccién energéti-
ca (tales como las membranas internas de las mitocondrias y de los cloroplastos)
aproximadamente un 75% de su masa es protefina. La membrana plasmatica
normal est4 situada entre ambos extremos, con aproximadamente un 50% de la
masa total en forma de proteina. Debido a que las moléculas lipidicas son pe-
quefas en comparacién con las proteicas, en todos los casos hay mds moléculas
lipidicas que proteicas -alrededor de 50 moléculas de lipidos por cada molécula
de protefna en una membrana que contenga un 50% de protefna en masa. Como
los lipidos de membrana, es comiin que las proteinas de membrana lleven ado-
sadas cadenas de oligosacdridos. Asf la superficie que la célula presenta al exte-
rior posee una gran cantidad de carbohidratos, lo que forma un glucocdliz o cu-
bierta celular (discutido més adelante).

Protefnas de membrana
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Las proteinas de membrana pueden estar asociadas
ala bicapa lipidica de varias maneras’

Las distintas proteinas de membrana estdn asociadas a las membranas de dife-
rentes maneras, como se ilustra en la Figura 10-13. Muchas proteinas de mem-
brana atraviesan la bicapa lipidica, de forma que parte de su masa se sitia a
cada lado de la membrana (ejemplos 1 y 2 de la Figura 10-13). Como sus vecinas
lipidicas, estas protefnas transmembrana son anfipdticas, tienen regiones que
son hidrofébicas y regiones hidrofilicas. Las regiones hidrofdbicas se sittian en el
interior de la membrana y se relacionan con las colas hidrofébicas de las molé-
culas lipidicas del interior de la bicapa. Las regiones hidrofilicas se hallan ex-
puestas al medio acuoso de ambos lados de la membrana. El cardcter hidrofébi-
co de algunas de estas proteinas aumenta por la unién covalente de una o mas
cadenas de dcido graso que se encuentren insertadas en la mitad citoplasmatica
de la bicapa (véase el ejemplo 1 de la Figura 10-13). Otras proteinas de membra-
na se localizan en el citosol y se asocian con la bicapa tan sélo a través de una o
mads cadenas de dcidos grasos a las que estdn unidas covalentemente, o por otro
tipo de cadenas lipidicas llamadas grupos prenil (véase el ejemplo 3 de la Figura
10-13 y la Figura 10-14). Existen otras proteinas completamente expuestas a la
superficie celular externa, ancladas a la bicapa tinicamente por medio de una
unién covalente (via un oligosacdrido especifico) al fosfatidilinositol de la mono-
capa lipidica externa de la membrana plasmadtica (véase el ejemplo 4 de la Figura
10-13). Las proteinas unidas a lipidos del ejemplo 3 se han generado como pro-
teinas solubles en el citosol y posteriormente se han trasladado directamente
hacia las membranas uniéndolas covalentemente a un grupo lipidico (Figura 10-
14). Las proteinas del ejemplo 4, sin embargo, se sintetizan como proteinas
transmembrana de “paso tinico” en el ER; mientras permanecen en el ER, el seg-
mento transmembranoso de la proteina se escinde y se le afade un glucosilfos-
fatidilinositol (GPI, de glycosylphosphatidylinositol), de forma que la proteina
queda unida a la superficie no citoplasmdtica de ]a membrana sélo por medio
de este anclaje (véase Capitulo 12). Las proteinas que se unen a la membrana
con un GPI de anclaje se distinguen facilmente mediante el uso de la enzima
fosfolipasa C especifica para fosfatidilinositol, que separa especificamente estas
proteinas de sus anclajes, separandolas asi de la membrana.

Algunas proteinas que no ocupan totalmente el interior hidrofébico de la bi-
capa lipidica estdn unidas a una u otra cara de la membrana mediante interac-
ciones no covalentes con otras proteinas de membrana (véanse los ejemplos 5 y
6 de la Figura 10-13). Muchas de ellas pueden ser liberadas de la membrana me-
diante procedimientos de extraccidén relativamente suaves, como la exposicion a

bicapa
lipidica
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Figura 10-13 Seis sistemas de
asociacion de las protefnas con la
membrana lipidica. Se cree que la
mayoria de proteinas transmembrana
atraviesan la bicapa como una hélice a
tnica (1) o en forma de muiltiples
hélices o (2); algunas de estas
proteinas de “paso tinico” y de “paso
multiple’ estdn unidas
covalentemente a cadenas de dcidos
grasos insertados en la monocapa
citoplasmadtica (1). Otras proteinas de
membrana estdn unidas a la
membrana tinicamente a través de su
unién covalente a un lipido, como una
cadena de dcido graso o un grupo
prenil de la monocapa citoplasmadtica
(3) o bien, menos habitualmente, a
través de un oligosacdrido a un
fosfolipido minoritario, el
fosfatidilinositol, en la monocapa no-
citoplasmitica (4). Finalmente,
muchas proteinas estdn unidas a la
membrana tan s6lo mediante
interacciones no covalentes con otras
proteinas de membrana (5) y (6). En la
Figura 10-14 se ilustra c6mo se forma
la estructura de (3). Los detalles de
estos diversos sistemas a través de los
cuales las proteinas de membrana se
asocian con la bicapa lipidica, se
discuten en el Capitulo 12.
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(A}  proteina unida a la (B) proteina unida a la
membrana por una membrana por un
cadena de acido graso grupo prenil
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(C) anclaje miristil (D} anclaje farnesil

soluciones de muy alta o baja fuerza iénica o de pH extremo, que interfieren con
las interacciones proteicas pero mantienen intacta la bicapa lipidica. De manera
operacional a estas protefnas se les denomina protefnas periféricas de mem-
brana. Por el contrario las proteinas transmembrana, varias proteinas unidas a
la bicapa por cadenas de 4cidos grasos y algunas otras proteinas intimamente
unidas a la membrana, no pueden ser liberadas por estos métodos, por lo que se
les denomina protefnas integrales de membrana.

Habitualmente la manera en que una proteina se asocia a la bicapa lipidica
es un indicativo de la funcién de la proteina. Asf, sélo las protefnas transmem-
brana pueden actuar en ambos lados de la bicapa o transportar moléculas a tra-
vés de ella. Algunos receptores celulares de superficie, por ejemplo, son protei-
nas transmembrana que se unen a las moléculas sefial en el espacio extracelular
y generan diferentes sefiales intracelulares en el lado opuesto de la membrana
plasmadtica. Por el contrario, las proteinas que sélo actiian en un lado de la bica-
pa lipidica, generalmente estdn asociadas con la monocapa lipidica o con el do-
minio proteico de aquel lado de la membrana. Por ejemplo, un grupo de protei-
nas relacionadas con la sefializacién intracelular estdn unidas a la cara citosélica
de la membrana plasmaética por uno o més grupos lipidicos a los que estédn cova-
lentemente unidas.

Se considera que, en la mayorfa de protefnas transmembrana,
las regiones de la cadena polipeptidica que cruzan la bicapa
lipidica presentan una conformacién en hélice a8

- Una proteina transmembrana se orienta siempre en un tinico sentido dentro de
la membrana. Este hecho refleja tanto la asimetria del sistema mediante el cual
la proteina se ha sintetizado e insertado en la bicapa lipidica en el ER, como la
diferencia entre las funciones que desempefian los dominios citoplasmdtico y
no citoplasmdtico de la proteina. Estos dominios estdn separados por segmentos
de la cadena polipeptidica que atraviesan la membrana, se hallan en contacto
con el ambiente hidrofébico de la bicapa lipidica y estdn compuestos, en gran
parte, por residuos de aminoécidos de cadena lateral no polar. Debido a que las
uniones peptidicas son en sf mismas polares y dado que el agua no estd presente

Protefnas de membrana

Figura 10-14 Launién covalente de
cualquiera de los dos tipos de grupos
lipfdicos puede ayudar a localizar una
proteina soluble dentro de una
membrana, después de su sfntesis en
el citosol. (A) Una cadena de 4cido
graso (mirfstico o palmitico) se une a
un grupo amino terminal de una
glicina por medio de un enlace amida.
(B) Un grupo prenil (sea farnesil o un
grupo geranilgeranil més largo -ambos
relacionados con el colesterol) se halla
unido, mediante un enlace tioéter, a un
residuo cistefna situado a cuatro
residuos del carboxilo terminal. Tras
esta prenilacidn, los tres amino4cidos
terminales son separados de la cadena
y el nuevo carboxilo terminal se metila
antes de ser insertado en la membrana.
Las estructuras de los dos lipidos que
sirven de anclaje, se ilustran en la parte
inferior: (C) un anclaje miristil (una
cadena de 4cido graso saturado de 14
carbonos), y (D) un anclaje farnesil
(una cadena hidrocarbonada
insaturada de 15 carbonos).
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Figura 10-15 Un segmento de una cadena polipeptfdica que atraviesa la
bicapa lipfdica en forma de hélice c. En la figura sélo se ha dibujado el
esqueleto del carbono a de la cadena polipeptidica, con los aminodcidos
hidrofébicos en verde y amarillo. El segmento polipeptidico que se muestra
en la figura es una parte del centro de reaccién fotosintético bacteriano que
se ilustra en la Figura 10-33, cuya estructura fue determinada por anélisis de
difraccién de rayos X. (Basado en datos de J. Deisenhofer et al., Nature
318:618-624, 1985, y de H. Michel et al., EMBO J. 5:1149-1158, 1986.)

en este ambiente, todas las uniones peptidicas pertenecientes a la porcion de la
cadena embebida en la bicapa tienden a formar enlaces de hidrégeno entre si.
Este tipo de uniones se maximiza si la cadena polipeptidica forma una hélice o re-
gular al cruzar la bicapa; se cree que la mayoria de los segmentos de las cadenas
polipeptidicas que atraviesan la membrana se hallan en esta conformacion (Figu-
ra 10-15): en las proteinas transmembrana de paso tinico la cadena polipeptidica
cruza una sola vez (véase el ejemplo 1 de la Figura 10-13), mientras que en las
protefnas transmembrana de multipaso la cadena polipeptidica cruza muiltiples
veces la bicapa (véase el ejemplo 2 de la Figura 10-13). Una manera alternativa de
que las uniones peptidicas puedan satisfacer sus requerimientos de enlaces de hi-
drégeno es que las muiltiples hebras transmembrana de la cadena polipeptidica
se dispongan en ldmina B formando un “barril cerrado” (denominado barril f3).
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Figura 10-16 Localizacién en una cadena polipeptidica, mediante el uso de
graficos de hidropatfa, de potenciales segmentos en hélice o. que atraviesan la
membrana. La energia libre necesaria para transferir segmentos sucesivos de
una cadena polipeptidica de un solvente no polar al agua se calcula a partir de la
composicién aminoacidica de cada segmento usando los datos de un modelo
de componentes. Estos cdlculos se realizan para segmentos de un tamafio fijo,
(usualmente alrededor de 10 residuos de aminodacidos), comenzando con cada
aminodcido sucesivo de la cadena. El “indice de hidropatia” del segmento se
esquematiza en el eje Y como funcién de su localizacién en la cadena. Un valor
positivo indica que se necesita energia libre para la transferencia hacia el agua
(es decir, que el segmento es hidrof6bico) y el valor asignado es un indice de la
cantidad de energia que se necesita. Los picos del indice de hidropatia aparecen
en la posicion de los segmentos hidrofébicos de la secuencia de aminodcidos.
Se ilustran dos ejemplos de las proteinas de membrana que se discuten
posteriormente en este capitulo: (A) la glucoforina tiene un tinico segmento que
atraviesa la membrana en hélice a y un pico correspondiente en el test de
hidropatia; (B) la bacteriorrodopsina tiene siete segmentos que atraviesan la
membrana en hélice o y siete picos correspondientes en el gréifico de hidropatia.
(Adaptado de D. Eisenberg, Arinu. Rev. Biochem. 53:595-624, 1984.)
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Esta estructura de multipaso transmembrana se observa en las porinas, unas
proteinas que trataremos m4s adelante. La fuerte tendencia a formar el méximo
niimero de enlaces de hidrégeno en ausencia del agua también implica que pro-
bablemente la cadena polipeptidica que entra en la bicapa la atraviesa comple-
tamente antes de cambiar de direccidn, ya que la curvatura de la cadena supon-
dria una disminucién de las interacciones regulares de enlaces de hidrégeno.
Probablemente por esta razén es por lo que todavia no se ha establecido ningtin
ejemplo de una proteina de membrana cuya cadena polipeptfdica atraviese tan
sélo parcialmente la bicapa lipidica.

Como es muy dificil lograr que las proteinas transmembrana cristalicen,
s6lo unas cuantas han sido estudiadas en su totalidad por cristalograffa de rayos
X (discutida mds adelante); pero de todas las demds proteinas transmembrana
conocemos las estructuras tridimensionales plegadas. Las técnicas de clonaje y
secuenciacién del DNA, sin embargo, han revelado las secuencias de amino4ci-
dos de muchas proteinas transmembrana, y a partir de un anélisis de la secuen-
cia proteica a menudo es posible predecir qué partes de la cadena polipeptidica
atraviesan la bicapa lipidica en forma de hélice o. Los segmentos que contienen
cerca de 20-30 residuos de aminoécidos con un alto grado de hidrofobicidad son
bastante largos para atravesar la membrana de esta manera y a menudo pueden
ser identificados por medio de un test de hidropatfa (Figura 10-16). Como son
suficientes 10 o menos residuos para atravesar una bicapa lipidica a modo de
una hebra P extendida, la misma estrategia se usa para identificar los segmentos
que atraviesan la membrana formando un barril B.

La gran mayoria de las proteinas transmembrana se hallan glucosiladas. En
el caso de los glucolipidos, los residuos de azticar se afiaden en la luz del reticulo
endoplasmadtico y en la del complejo de Golgi (véanse Capitulos 12 y 13) por lo
que las cadenas de oligosacirido se hallan siempre en el lado no citoplasmético
de la membrana. Otro tipo de asimetria resulta del caracteristico ambiente re-
ductor del citosol, que impide la formacidén de enlaces disulfuro (5—S) inter o
intracatenarios entre los residuos cisteina del dominio citosélico. Estos enlaces
se forman en el lado no citosélico de la membrana, donde pueden tener un pa-
pel importante estabilizando la estructura plegada de la cadena polipeptidica
(Figura 10-17) o bien asociando la cadena con otras cadenas polipept{dicas.

Las protefnas de membrana pueden solubilizarse
y purificarse mediante detergentes®

En general, las proteinas transmembrana (y también algunas otras proteinas
fuertemente unidas a la membrana) pueden ser solubilizadas tinicamente por
medio de agentes que rompan las asociaciones hidrofébicas y destruyan la bica-
pa lipidica. De entre estos compuestos que alteran las propiedades bioquimicas
de la membrana, los mds titiles son los detergentes, pequefias moléculas anfip4-
ticas que tienden a formar micelas en el agua (Figura 10-18). Al mezclarlos con
las membranas, los extremos hidrofébicos de las moléculas de detergente se
unen a las regiones hidrofébicas de la zona externa de las protefnas de membra-
na, desplazando asf las moléculas lipidicas. Puesto que el otro extremo de las
molécula de detergente es polar, la unién detergente-proteina tiende a disolver
en agua a las protefnas de membrana (a pesar de que algunas moléculas lipfdi-
cas intensamente asociadas a las protefnas quedan unidas a estos complejos; véa-
se Figura 10-19). Los extremos polares (hidrofilicos) de los detergentes pueden
estar cargados (ser i6nicos) como en el caso del dodecil sulfato sédico (SDS, de
Sodium Dodecyl Sulfate”) o no cargados (ser no i6nicos) como en el caso de los
detergentes de tipo Tritén. En la Figura 10-20 se presenta la estructura de estos
detergentes de uso comtin.

Con detergentes iénicos fuertes como el SDS, pueden solubilizarse incluso
las protefnas de membrana mds hidrofébicas, lo cual permite su anélisis me-
diante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (véase Capitulo 4), un pro-
cedimiento que ha revolucionado el estudio de las protefnas de membrana. Al
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Figura 10-17 Una tfpica protefna
transmembrana de “paso tinico”.
Nétese que la cadena polipeptidica
atraviesa la bicapa lipidica en forma de
hélice o dextrégira y que tanto las
cadenas de oligosacérido como los
enlaces disulfuro se hallan en la
superficie no citosélica de la
membrana. No se forman enlaces
disulfuro entre los grupos sulfhidrilo
localizados en el domino
citoplasmatico de la protefna, debido a
que el ambiente reductor del citosol
mantiene estos grupos en su forma
reducida (-SH).
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Figura 10-18 Micela de detergente en
el agua, vista en seccién transversal.
Las moléculas de detergente son
anfipéticas debido a que tienen un
extremo polar y otro extremo no polar.

521




-
+ +
L] P d\ L] =
. & s * b L ]
L -
» L ]

F
proteina de membrana micelas de monomeros
en una bicapa lipidica detergente de detergente

° ne
. | .
. - { .
+ .. *, ¢\ .
- 000
& §

= i
L * ..‘

complejo hidrosoluble de micelas solubles

proteina-lipido-detergente mixtas de

lipido-detergente

unirse a sus “ntcleos hidrofébicos”, estos detergentes fuertes despliegan (des-
naturalizan) las proteinas, inactivindolas y por tanto, haciéndolas no utilizables
para estudios funcionales. No obstante, las proteinas pueden ser facilmente pu-
rificadas en su forma desnaturalizada por el SDS, y en algunos casos, al eliminar
el detergente, las proteinas purificadas pueden ser renaturalizadas, con recupe-
racién de su actividad funcional.

Muchas proteinas hidrofébicas de membrana pueden ser solubilizadas y
posteriormente purificadas en forma activa, a veces completamente normal,
mediante el uso de detergentes suaves, como el Tritén X-100, que se une a los
segmentos de la proteina que atraviesan la membrana. De esta manera se pue-
den reconstruir sistemas de proteinas de membrana funcionalmente activos a
partir de sus componentes purificados, lo que proporciona un poderoso medio
de andlisis de la actividad de dichos sistemnas.

El lado citoplasmadtico de las proteinas de membrana
se puede estudiar en “fantasmas” de eritrocito'’

Se tiene mds informacién de la membrana plasmética del glébulo rojo humano
(Figura 10-22) que de cualquier otra membrana eucariota, lo cual es debido a dis-
tintas causas. Los glébulos rojos se pueden obtener en gran niimero (por ejemplo
de los bancos de sangre) y estdn relativamente poco contaminados por otros ti-
pos celulares. Dado que no tienen ni niicleo ni orgdnulos intracelulares, la tinica
membrana que poseen es la membrana plasmatica, de forma que puede ser ais-
lada sin contaminacién de membranas internas, lo cual evita un grave problema
que se presenta en las preparaciones de membrana de otros tipos celulares en los
que la membrana plasmadtica constituye menos del 5% del total de membrana de
la célula. Exponiendo las células a un medio en el que la concentracion de sal sea
menor que la del interior celular, resulta ficil preparar membranas celulares de
eritrocito, vacias o “fantasmas”. En estas condiciones el agua fluye hacia el inte-
rior de los eritrocitos, hinchdndolos y rompiéndolos (lisis), liberando la hemoglo-
bina (la principal proteina no perteneciente a la membrana). Los fantasmas de
membrana pueden ser estudiados mientras todavia estdn abiertos (en cuyo caso
cualquier reactivo puede interaccionar con las moléculas por ambas caras de la
membrana) o puede dejarse que se suelden de nuevo de modo que los reactivos
que se utilizardn sélo puedan actuar sobre la cara externa. Ademds, y puesto que
a partir de fantasmas de eritrocitos también se pueden preparar vesiculas solda-
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Figura 10-19 Solubilizacién de
protefnas de membrana con un
detergente suave. El detergente
desbarata la estructura de la bicapa
lipidica y coloca las proteinas en
solucién en forma de complejos
proteina-lipido-detergente. Los
fosfolipidos de la membrana también
se solubilizan por el detergente.
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docedil sulfato sodico Triton X-100

(SDS)

Figura 10-20 Estructurade dos
detergentes utilizados
habitualmente. El dodecil sulfato
sédico (SDS), un detergente ani6nico,
y el Tritén X-100, un detergente no
iénico. La porcién hidrofébica de cada
detergente se muestra en verde, y la
porcion hidrofilica en azul. Obsérvese
que la zona marcada entre corchetes
del Tritén X-100 se repite unas ocho
veces.



das invertidas (Figura 10-23), es posible estudiar por separado los lados externo e
interno (citoplasmético) de la membrana. El uso de los fantasmas de eritrocito
soldados y no soldados hizo posible demostrar por primera vez que algunas pro-
tefnas de membrana atraviesan la bicapa lipidica (véase més adelante) y que la
composicién lipfdica de las dos mitades de la bicapa es diferente. Estos hechos, al
igual que muchos principios bésicos demostrados inicialmente en membranas
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de eritrocito, se han generalizado a las membranas de las células nucleadas.
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Figura 10-21 Uso de detergentes
suaves para solubilizar, purificar y
reconstituir sistemas de protefnas de
membrana funcionales. En este
ejemplo se purifican moléculas
funcionales de la ATPasa Na*-K* y se
incorporan a vesiculas de fosfolipidos.
La ATPasa Na*-K* es una bomba iénica
que se halla presente en la membrana
plasmdtica de la mayoria de las células
animales; utiliza la energia de
hidrélisis del ATP para bombear Na*
hacia fuera de la célula y K* hacia el
interior, como se discute en el
Capftulo 11.

Figura 10-22 Electronmicrograffa de
barrido de eritrocitos humanos. Las
células tienen una forma bicéncava y
carecen de niicleo. (Por cortesia de
Bernadette Chailley.)
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La “orientacién’ de una proteina de membrana puede determinarse de va-
rias maneras. Una de ellas consiste en utilizar un reactivo marcador (por ejem-
plo, uno que contenga una marca radiactiva o fluorescente) que se una covalen-
temente, y que sea soluble en agua, es decir, que no pueda penetrar en la
bicapa, por lo que sélo se unirda a grupos especificos del lado asequible de la
membrana. A continuacion, se solubilizan las membranas con un detergente, se
separan las proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. Las
proteinas marcadas se detectan ya sea por su radiactividad (mediante autorra-
diografia sobre gel) o por su fluorescencia (exponiendo el gel a luz ultravioleta).
Utilizando este sistema de marcaje vectorial es posible determinar c6mo se halla
orientada una proteina de membrana en dicha membrana, detectada como una
banda sobre el gel: por ejemplo, si se marca tanto desde el lado externo (cuando
se marcan células intactas o fantasmas con la membrana soldada) como desde
el lado interno (citoplasmadtico, cuando se marcan vesiculas invertidas), debe
tratarse de una proteina transmembrana. Una via alternativa a ésta consiste en
exponer tanto la superficie externa como la superficie interna a enzimas proteo-
liticas que no atraviesen la membrana: si una proteina queda parcialmente dige-
rida por este tratamiento de ambas superficies, debe tratarse de una proteina
transmembrana. Ademads, para determinar si una zona especifica de una protei-
na transmembrana estd expuesta a un lado u otro de la membrana, se pueden
utilizar anticuerpos marcados que se unen tinicamente a una determinada re-
gion de la proteina.

Al estudiar las proteinas de la membrana plasmatica del glébulo rojo huma-
no mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, se detectan aproxi-
madamente 15 bandas proteicas principales, cuyos pesos moleculares oscilan
entre 15 000 y 250 000. Tres de estas proteinas -la espectrina, la glucoforina y la
banda 3- constituyen mds del 60% (en peso) de la proteina total de la membra-
na (Figura 10-24). Cada una de estas tres proteinas estd dispuesta en la mem-
brana de diferente manera. Por ello las utilizaremos como ejemplo de las tres
maneras principales conocidas en que las proteinas se asocian con las membra-
nas, no sélo en los glébulos rojos, sino también en otros tipos celulares.

La espectrina es una proteina del citoesqueleto asociada
no covalentemente a la cara citoplasmatica
de la membrana del eritrocito"!

Muchas de las moléculas de proteina asociadas con la membrana del eritrocito
humano son proteinas periféricas de membrana asociadas con el lado citoplas-
madtico de la bicapa lipidica. La mds abundante de estas proteinas es la espectri-
na, una barra larga, delgada y flexible, de aproximadamente 100 nm de longitud,
que constituye aproximadamente el 25% de la masa total de las proteinas aso-
ciadas a la membrana (unas 2,5 x 10° copias por célula). Constituye el principal
componente del entramado proteico (el citoesqueleto) que se extiende por el in-
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Figura 10-23 Preparacién de
fantasmas de eritrocito, soldados y
no soldados, y de vesfculas “del
derecho” y “del revés”. Tal como se ha
indicado, los eritrocitos se rompen en
un tinico punto, produciendo
fantasmas con un solo agujero. Las
vesiculas mds pequenas se producen
rompiendo mecédnicamente los
fantasmas; la orientacién de la
membrana en estas vesiculas puede
ser tanto con la cara exterior original
hacia el exterior o vuelta del revés,
dependiendo de las condiciones
ionicas utilizadas durante el
procedimiento de rotura.

peso
molecular
aproximado

espectrina o

240 000 —E—.—

220 000 — N —— c©spectrina B
—e— .

210 000 anquirina

proteina
100 000 banda 3
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Figura 10-24 Patrén de electroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS de las
protefnas de la membrana de gl6bulos
rojos humanos. El gel en (A) estd tefido
con azul de Coomassie. El dibujo (B)
indica la posicién en el gel de algunas de
las protefnas mayoritarias; la
glucoforina se muestra en color rojo
para distinguirla de la proteina banda 3.
En el dibujo se han omitido otras
bandas del gel. La gran cantidad de
carbohidratos de las moléculas de
glucoforina retarda su migracion, por lo
que se desplazan casi tan lentamente
como las moléculas de la proteina
banda 3, que son mucho mayores.

(A, por cortesia de Ted Steck.)
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(A} Figura 10-25 Moléculas de espectrina de eritrocitos humanos. La protefna

estd dibujada esquemdticamente en (A) y tal como se ve al microscopio
electrénico en (B). Cada heterodimero de espectrina consiste en dos cadenas
polipeptidicas antiparalelas, flexibles y ligeramente entrelazadas, llamadas a
y B, que se unen entre si mediante muiltiples enlaces no covalentes que se
presentan incluso en ambos extremos. A la izquierda estd el extremo
“cabeza’” fosforilado, donde se asocian dos dimeros, formando un tetrdmero.
Tanto la cadena o como la cadena P estdn compuestas principalmente de
dominios repetidos de 106 aminodécidos de longitud. En (B) las moléculas de
espectrina se han sombreado con platino. (A, adaptado de D.W. Speicher y
V.T. Marchesi, Nature 311:177-180, 1984; B, por cortesia de D.M. Shotton, con
permiso de D.M. Shotton, B.E. Burke y D. Branton, J. Mol. Biol. 131:303-329,
1979, © Academic Press Inc. [London] Ltd.)

terior de la membrana celular del eritrocito, manteniendo la integridad estructu-
ral y la forma bicéncava de su membrana (véase Figura 10-22): si se extrae el ci-
toesqueleto de los fantasmas de eritrocito en soluciones de baja fuerza i6nica, la
membrana se fragmenta formando pequefias vesiculas.

La espectrina es un heterodimero formado por dos grandes subunidades es-
tructuralmente similares (Figura 10-25). Los heterodimeros se autoasocian
cabeza con cabeza, formando tetrdmeros de 200 nm de largo. Las colas de cinco
o seis tetrdmeros se enlazan entre si mediante su unién a filamentos cortos de
actina y a otras protefnas citoesqueléticas (entre ellas, la proteina banda 4,1)
formando un “complejo de unién”. El resultado final es una red deformable que
se extiende por toda la superficie citoplasmdtica de la membrana (véase Figura
10-26). Este citoesqueleto basado en la espectrina permite al eritrocito resistir el
estrés que sufre su membrana a medida que es empujado a través de los estre-
chos capilares. Ratones y humanos que poseen anomalias genéticas en la espec-
trina, presentan anemia y sus glébulos rojos son esféricos (en lugar de céncavos)
y anormalmente fragiles; la severidad de la anemia se incrementa con el grado
de deficiencia de la espectrina.

La proteina que es la principal responsable de sujetar el citoesqueleto de es-
pectrina a la membrana plasmadtica del eritrocito se identificé mediante la unién
de espectrina marcada radiactivamente a membranas de glébulos rojos de las
que se habian retirado espectrina y otras proteinas periféricas. Estos experimen-
tos demostraron que la unién de la espectrina depende de una gran proteina in-
tracelular de unién llamada anquirina, que se une tanto a la espectrina como al
dominio citoplasmaético de la proteina transmembrana banda 3 (véase Figura
10-26). La anquirina conecta algunas moléculas de la proteina banda 3 a la es-
pectrina, uniendo asi la red de espectrina a la membrana; también reduce nota-
blemente la velocidad de difusién de las moléculas de banda 3 en la bicapa lipi-
dica. El citoesqueleto de espectrina también se une a la membrana a través de
otro mecanismo que depende de la protefna banda 4,1 mencionada con anterio-
ridad. Esta proteina, que se une a la espectrina y a la actina, también se une al
dominio citoplasmaético de la proteina banda 3 y a la glucoforina, la otra protei-
na transmembrana mayoritaria en los eritrocitos.

Por debajo de la membrana plasmaética de las células nucleadas existe una
red de citoesqueleto andloga a la descrita, pero mucho més elaborada y compli-
cada. Esta red, que constituye la regién cortical (o cdrtex) del citoplasma, es rica
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Figura 10-26 El citoesqueleto basado en la espectrina del lado
citoplasmdtico de la membrana del eritrocito humano. Dibujo esquemadtico
(A) y electronmicrografia (B). La disposicién que se muestra en (A) se ha
deducido principalmente a partir de estudios sobre las interacciones in vitro
de proteinas purificadas. Los dimeros de espectrina asociados cabeza-con-
cabeza forman tetrdmeros que se hallan unidos formando una red por medio
de complejos de unién compuestos de cortos filamentos de actina (que
contienen unos 13 monémeros de actina), tropomiosina que probablemente
determina la longitud de los filamentos de actina, proteina banda 4,1 y
aducina (aumentado en la casilla de la izquierda). El citoesqueleto estd unido
a la membrana mediante la unién indirecta de los tetrdmeros de espectrina a
algunas proteinas banda 3, a través de moléculas de anquirina y también por
medio de la unién de la proteina banda 4,1 a la glucoforina (no se muestra).
La electronmicrografia de (B) muestra el citoesqueleto de la cara
citoplasmadtica de la membrana del eritrocito después de su fijacién y tincién
negativa. La red de espectrina se ha estirado a propdsito para permitir
observar los detalles de su estructura; en la célula normal, la trama mostrada
debe ocupar tinicamente una décima parte de esta drea. (B, por cortesiade T.
Byers y D. Branton, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:6153-6157, 1985.)

en filamentos de actina que al parecer se unen a la membrana plasmdtica de nu-
merosas maneras. En el cortex de células nucleadas también existen proteinas
estructuralmente homélogas a la espectrina, a la anquigina y a la proteina banda
4,1, pero su organizacién y funcién no son tan conocidas como lo son en los eri-
trocitos. El citoesqueleto cortical de células nucleadas y su interaccién con la
membrana plasmatica se discuten en el Capitulo 16.

La glucoforina atraviesa la bicapa lipidica del gl6bulo rojo,
formando una hélice a sencilla'

La glucoforina es una de las dos protefnas mayoritarias que se hallan expuestas
en la superficie externa del glébulo rojo humano y fue la primera proteina de
membrana de la que se pudo determinar su secuencia completa de amino4ci-
dos. Como la proteina modelo transmembrana de la Figura 10-17, la glucoforina
es una pequeifia glucoproteina transmembrana (131 residuos de aminodcido) de
paso unico que se halla colocada con la mayoria de su masa en la superficie ex-
terna de la membrana, donde se localiza su cola amino terminal hidrofilica. En
esta zona de la proteina se hallan unidos todos los carbohidratos (aproximada-
mente unos 100 residuos de aziicar distribuidos en 16 cadenas laterales distintas
de oligosacdridos), que representan el 60% de la masa total de la molécula. De
hecho, la gran mayoria del total de carbohidratos de superficie del eritrocito (in-
cluyendo mds del 90% del 4cido sidlico, y por lo tanto la mayor parte de la carga
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negativa de superficie de la célula) estdn unidos a moléculas de glucoforina.
El extremo carboxilo terminal hidrofilico de la glucoforina estd expuesto ha-
cia el citoplasma, mientras que existe un segmento a-helicoidal hidrofébico
de unos 23 aminodcidos de longitud, que atraviesa la bicapa no polar (véase
Figura 10-16A).

A pesar de que en cada célula hay més de un millén de moléculas de gluco-
forina, todavia se desconoce la funcién de esta glucoproteina. De hecho, los in-
dividuos cuyos eritrocitos carecen de esta proteina parecen estar perfectamente
sanos. Aunque la glucoforina es exclusiva de los glébulos rojos, su estructura es
representativa de una clase frecuente de proteinas de membrana que atraviesan
la bicapa lipidica en forma de hélice . Por ejemplo, muchos receptores de su-
perficie pertenecen a esta clase de proteinas.

La banda 3 de la membrana celular del eritrocito es una proteina
de membrana multipaso que cataliza el cotransporte aniénico'?

A diferencia de lo que sucede con la glucoforina, se sabe que la protefna banda 3
desempefia un papel importante en la funcién de la célula. Su nombre deriva de
la posicién relativa que ocupa respecto a las otras proteinas de membrana en
una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (véase Figura 10-24). Como
la glucoforina, la banda 3 es una proteina transmembrana, pero de muiltiple
paso, que atraviesa la membrana en una conformacién altamente plegada: al
parecer la cadena polipeptidica (aproximadamente 930 residuos de amino4cido
de longitud) atraviesa la bicapa hasta 14 veces. Cada glébulo rojo contiene apro-
ximadamente 10° cadenas polipeptidicas banda 3, que forman dimeros en la
membrana.

La principal funcién de los gl6bulos rojos es la de transportar O, desde los
pulmones hasta los tejidos y ayudar al transporte de CO, desde los tejidos hasta
los pulmones. La protefna banda 3 es de importancia crucial en la segunda de
estas funciones. El CO, es s6lo levemente soluble en agua y por ello es transpor-
tado por el plasma sanguineo en forma de bicarbonato (HCO3), que se forma y
se rompe dentro de los gl6bulos rojos por una enzima que cataliza la reaccién
H,0 + CO, «> HCO; + H*. La proteina banda 3 actiia como un transportador de
aniones, que permite que el HCO; cruce la membrana intercambidndose con Cl-.
Al hacer que la membrana del eritrocito sea libremente permeable al HCO;, este
transportador incrementa la cantidad de CO, que la sangre puede llevar hasta los
pulmones.

Tras aplicar la técnica de la criofractura (por la cual las células son congela-
das en nitrégeno liquido y el bloque resultante de hielo se fractura con una cu-
chilla) pueden verse al microscopio electrénico las proteinas banda 3 como par-
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Figura 10-27 Electronmicrografia
obtenida tras criofractura. El dibujo
muestra c6mo esta técnica ofrece
imdgenes del interior hidrofébico de la
mitad citoplasmadtica (o
protoplasmaética) de la bicapa
(denominada cara P) y de la mitad
externa de la bicapa (denominada cara
E). Después del proceso de
criofractura ilustrado aqui, las caras de
fractura se metalizan con platino y
carbdn, por digestién se elimina el
material orgénico y la réplica de
platino resultante se observa al
microscopio electrénico (véase
también Figura 4-27).

Figura 10-28 Electronmicrograffa de
criofractura de gl6bulos rojos
humanos. Obsérvese que la densidad
de las particulas intramembrana es
superior en la cara protoplasmética (P)
que en la cara externa (E). (Por cortesia
de L. Engstrom y D. Branton.)
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ticulas intramembrana diferenciadas. El plano de la fractura tiende a pasar a tra-
vés de la mitad hidrofébica de los lipidos de la membrana, separando las mem-
branas en sus dos monocapas (Figura 10-27). Las caras de fractura expuestas se
metalizan con platino, y la réplica de platino resultante se observa al microsco-
pio electrénico. Cuando se estudian de esta manera, las membranas celulares de
los eritrocitos humanos aparecen salpicadas de particulas intermembrana de ta-
mafo relativamente homogéneo (7,5 nm de didmetro) y distribuidas al azar (Fi-
gura 10-28). Se cree que estas particulas son principalmente moléculas de banda
3: cuando se reconstituyen bicapas lipidicas sintéticas con moléculas de protei-
na banda 3 y las bicapas se fracturan, se observan estas tipicas particulas inter-
membrana de 7,5 nm. La Figura 10-29 ilustra la razén por la que por criofractura
de membranas celulares de glébulos rojos se observan las moléculas de banda 3
pero probablemente no las moléculas de glucoforina.

En el Capitulo 11 se considera cémo una proteina transmembrana como la
banda 3 puede, en principio, permitir el transporte pasivo de moléculas polares
a través de la bicapa no polar. Pero para un detallado conocimiento de cémo
funciona realmente una proteina transportadora se necesita la informacion
exacta sobre su disposicion tridimensional en la bicapa. La primera proteina de
transporte en la membrana plasmatica de la que se conocieron estos detalles es
una proteina denominada bacteriorrodopsina, que en la membrana plasmadtica
de ciertas bacterias actiia como una bomba de protones (H*) activada por la luz.
La estructura de la bacteriorrodopsina es similar a la de muchas otras proteinas
de membrana y merece que se le dedique un breve paréntesis aqui.

La bacteriorrodopsina es una bomba de protones que atraviesa
la bicapa en forma de siete hélices a'?

La “membrana pirpura’ de la bacteria Halobacterium halobium es una mancha
especializada de la membrana plasmadtica que contiene un tinico tipo de molé-
cula proteica, la bacteriorrodopsina (Figura 10-30). Cada molécula de bacterio-
rrodopsina contiene un tinico grupo que absorbe la luz, o croméforo (denomi-
nado retinal), que da a la proteina su color puirpura; el retinal estd relacionado
con la vitamina A y es idéntico al croméforo encontrado en la rodopsina del bas-
toncito retiniano de los vertebrados (se discute en el Capitulo 15). El retinal estad
unido covalentemente a un residuo de lisina de la proteina; cuando es activado
por un fotén de luz, el croméforo excitado cambia inmediatamente de forma
provocando una serie de pequefios cambios conformacionales en la proteina, lo
que da lugar a la transferencia de uno o dos H* desde el interior hasta el exterior
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Figura 10-29 Probables destinos de
las moléculas de glucoforina y de la
protefna banda 3 de la membrana del
eritrocito durante la criofractura.
Cuando la bicapa lipidica se parte, o la
mitad interior o la mitad exterior de
cada proteina transmembrana es
extraida de la monocapa congelada a
la que estd asociada; la proteina tiende
a permanecer en la monocapa en la
que se halla la mayor parte de su
volumen. Por esta razén, las moléculas
de la proteina banda 3 normalmente
quedan asociadas a la cara de fractura
interna (P); puesto que tienen
suficiente masa por encima del plano
de fractura, pueden observarse como
particulas intramembrana.
Normalmente las moléculas de
glucoforina permanecen unidas a la
cara de fractura exterior (E), pero se
cree que sus colas citoplasmaticas
tienen una masa insuficiente para que
sean vistas.

Figura 10-30 Dibujo esquemdtico de
la bacteria Halobacterium halobium
que muestra las manchas piirpura de
membrana que contienen las
moléculas de bacteriorrodopsina.
Estas bacterias, que viven en aguas
salobres donde se hallan expuestas a
grandes cantidades de luz solar, han
desarrollado una gran cantidad de
proteinas activadas por la luz,
incluyendo la bacteriorrodopsina que
es una bomba de protones activada
por la luz presente en su membrana
plasmatica.
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de la célula (véase Figura 14-36). Bajo luz brillante cada molécula de bacteriorro-
dopsina puede bombear varios cientos de protones por segundo. La transferen-
cia de protones impulsada por la luz establece un gradiente de H* a través de la
membrana plasmaética, que a su vez impulsa la sintesis de ATP por una segunda
proteina de la membrana plasmdtica de la célula. Asf la bacteriorrodopsina es
parte de un transductor de energfa solar que provee a la célula bacteriana de
energfa.

Para poder comprender la funcién de una proteina transmembrana multi-
paso a nivel molecular, serd necesario localizar con precisién cada uno de sus
4dtomos, lo cual generalmente requiere estudios de difraccién de rayos X de
grandes cristales tridimensionales de la proteina. Dada su naturaleza anfipética,
estas proteinas son extremadamente dificiles de cristalizar. Sin embargo, las nu-
merosas moléculas de bacteriorrodopsina de la membrana ptrpura est4n orde-
nadas en forma de un cristal bidimensional planar, lo que ha hecho posible de-
terminar su estructura tridimensional y su orientacién en la membrana, hasta
una resolucién de 0,3 nm, por medio de una aproximacién alternativa que usa
una combinacién de microscopia electrénica y andlisis de difraccién electréni-
ca. Este procedimiento (denominado cristalografia electrénica) es anélogo al es-
tudio de los cristales tridimensionales de proteinas solubles mediante el analisis
de la difraccién de rayos X, aunque por dicho método se obtienen menos deta-
lles estructurales. Como se ilustra en la Figura 10-31, estos estudios han demos-
trado que cada molécula de bacteriorrodopsina est4 plegada en siete hélices o
densamente empaquetadas (cada una de unos 25 aminoécidos) que pasan en
4angulo mds o menos recto a través de la bicapa lipidica.

La bacteriorrodopsina es un miembro de una gran superfamilia de proteinas
de membrana, de estructuras similares pero con funciones diferentes. Asi por
ejemplo, la protefna receptora de luz, rodopsina, de los bastones de la retina de
vertebrados y muchos receptores proteicos celulares de superficie que se unen a
moléculas mensajeras extracelulares, también est4dn plegados en siete hélices o
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Figura 10-31 Estructura

tridimensional de una molécula de

bacteriorrodopsina. La cadena
polipeptidica cruza la bicapa en fo
de siete hélices a. Se muestra la
localizacién del croméforo y el
probable camino que siguen los

rma

protones durante el ciclo de bombeo
activado por la luz. Se cree que al ser
activado por un fotén, el croméforo

pasaun H* a la cadena lateral del
acido aspdrtico 85 (esfera rosa

marcada 85). Posteriormente, se cree

que otras tres transferencias de H*
completan el ciclo —desde el 4cido

aspartico 85 al espacio extracelular,

desde el 4cido aspartico 96 (esfera
marcada 96) al croméforo y desde

rosa
el

citosol al 4cido aspértico 96 (véase

Figura 14-36). (Adaptado de R.

Henderson et al. J. Mol. Biol. 213:899-

929,1990.)
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transmembrana. Estas proteinas no actiian como transportadores sino como
transductores de senales; cada una responde a una sefial extracelular activando
otra proteina dentro de la célula, la cual genera una sefal quimica en el citosol,
como se discute en el Capitulo 15.

Las porinas son proteinas transmembrana formadoras de
canales que cruzan la membrana en forma de un barril g4

Como se discutié con anterioridad, algunas proteinas transmembrana multipa-
S0 no tienen sus segmentos transmembrana organizados en forma de hélices o
sino de una ldmina B cerrada (un barril B). Los ejemplos mejor estudiados de
este tipo de proteinas son las porinas, que se encuentran en la membrana exter-
na de muchas bacterias. Estas proteinas pertenecen a un pequefio grupo de pro-
teinas transmembrana cuya estructura atémica ha sido determinada completa-
mente mediante cristalografia de rayos X.

Muchas bacterias, entre ellas E. coli, tienen una membrana externa que rodea
su membrana plasmatica (véase Figura 11-14). La membrana externa estd perfora-
da por varias porinas formadoras de canales, lo que permite a determinados solu-
tos hidrofilicos de hasta 600 daltons difundir a través de la bicapa lipidica externa.
Las porinas (y las proteinas formadoras de canales relacionadas estructuralmente
con ellas de la membrana de mitocondrias y cloroplastos) tienen una ldmina B en
lugar de una hélice o como estructura transmembranosa primordial.

La estructura atémica de una porina aislada de la membrana externa de una
bacteria fotosintética se determiné mediante cristalografia de rayos X en 1990.
Consiste de un trimero en el que cada monémero forma un barril § tubular, que
atraviesa la bicapa lipidica y contiene un canal lleno de agua en su centro. El ba-
rril estd formado a partir de 16 cadenas antiparalelas de ldmina B, que se curvan
lo suficiente como para formar una estructura cilindrica (Figura 10-32). Cadenas
polares laterales revisten el interior del canal acuoso, mientras que cadenas no
polares se proyectan desde el exterior del barril interactuando con el nucleo hi-
drofébico de la bicapa lipidica.
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monomeros de porina

; membrana
1 bacteriana
externa

Figura 10-32 Estructura
tridimensional de un trimero de
porina de Rhodobacter capsulatus
determinado por cristalografia de
rayos X. (A) Cada monémero consiste
en un barril § de 16 cadenas
antiparalelas que forman un canal
transmembrana lleno de agua. (B) Los
mondmeros se asocian apretadamente
formando trimeros, los cuales poseen
tres canales separados para la difusién
de solutos pequenos a través de la
membrana bacteriana externa. Una
larga espiral de la cadena polipeptidica
(se muestra en rojo), que conecta dos
cadenas B, se proyecta hacia el interior
del lumen de cada canal,
estrechdndolo hasta formar una
seccién transversal de 0,6 x 1 nm,
(Adaptado de M.S. Weiss et al., FEBS
Lert. 280: 379-382,1991.)
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Las protefnas de membrana actiian a menudo
como grandes complejos'®

_ Hasta la fecha la mas compleja estructura de una proteina transmembrana que ja-
mds ha sido estudiada mediante cristalografia de rayos X es el centro de reaccion
fotosintético bacteriano, cuya estructura atémica se definié en 1985. Los resultados
de este andlisis fueron de importancia general en la biologfa de membranas por-
que demostraron por primera vez que muiltiples polipéptidos pueden asociarse en
una membrana formando una compleja maquinaria proteica (Figura 10-33). En el
Capitulo 14 discutimos cémo actiian estos complejos fotosintéticos capturando la
energia luminica y usdndola para bombear H* a través de la membrana. A menudo
las proteinas de membrana estdn dispuestas formando grandes complejos, no
s6lo para captar varias formas de energia, sino también para transducir las sefiales
extracelulares en intracelulares (lo cual se discute en el Capitulo 15).

Muchas protefnas de membrana difunden en el plano
de la membrana'®

Como ocurre con los lipidos de membrana, las proteinas no saltan (flip-flop) a
través de la bicapa, sino que giran alrededor de un eje aproximadamente per-
pendicular al plano de la bicapa (difusién rotacional). Ademds, muchas protef-
nas de membrana son capaces de desplazarse lateralmente por la membrana
(difusion lateral). La primera evidencia de que algunas proteinas de la membra-
na plasmadtica son méviles en el plano de la membrana fue obtenida en 1970
mediante un experimento en el que se fusionaron artificialmente células de ra-
tén con células humanas, produciendo células hibridas (heterocariontes). Para
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Figura 10-33 Estructura
tridimensional del centro de reaccién
fotosintético de la bacteria
Rhodopseudomonas viridis. La
estructura se determiné por andlisis de
difraccién de rayos X de cristales de
este complejo proteico
transmembrana. El complejo estd
formado por cuatro subunidades, L, M,
H y un citocromo. Las subunidades Ly
M forman el nticleo del centro de
reaccién y cada una contiene cinco
hélices o que atraviesan la bicapa
lipidica. La localizacién de varias
coenzimas transportadoras de
electrones se muestra en negro.
(Adaptado de un dibujo de J.
Richardson, basado en datos de J.
Deisenhofer, O. Epp, K. Miki, R. Huber
y H. Michel, Nature 318:618-624, 1985.)
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distinguir las proteinas de membrana plasmadtica de ratén de las humanas se
utilizaron dos anticuerpos con distinto marcaje. Aunque al principio las protei-
nas de ratén y las humanas estaban confinadas a su propia mitad del heteroca-
rionte recién formado, las dos clases de proteinas difundieron y se mezclaron
ocupando, a la media hora, toda la superficie del heterocarionte (Figura 10-34).
Poco después se obtuvieron otras evidencias de la movilidad proteica de la
membrana gracias al descubrimiento de los procesos llamados agrupamiento
(patching) y formacién de caperuza (capping). Cuando los ligandos, como los
anticuerpos, que tienen mds de un lugar de unién (por ello llamados ligandos
multivalentes) se unen a proteinas especificas de la superficie celular, las protei-
nas tienden a agregarse, mediante enlaces cruzados, formando grandes grupos
(patches), lo cual indica que las proteinas son capaces de desplazarse lateral-
mente por la bicapa lipidica. Una vez formados los agregados en la superficie de
una célula capaz de moverse, como un leucocito, son trasladados activamente a
uno de los polos celulares, formando una caperuza (o “cap”, Figura 10-35).

CELULA
HUMANA
proteina de proteina de
membrana FUSION CELULAR MemPrana
HETEROCARIONTE
% .
®s o o ?
~ -~ r X e r.
® ® y 4
L ] @ °
AL 2"e

anticuerpos () contra
proteina de membrana
de ratén, marcados con
fluorescencia (@)

]
anticuerpos (~) contra
\T. proteinas de membrana
humana, marcados con
»@ rodamina (@)

tiempo = 0 minutos ;-/ [

[ 2

tiempo = 40 minutos .,_ 2” <

Figura 10-34 Experimento que muestra la mezcla de protefnas de membrana
plasmadtica que se produce en células hfbridas rat6n-humanas. Inicialmente las
proteinas de ratén y las proteinas humanas estdn confinadas a sus propias mitades de la
membrana plasmatica del heterocarionte recién formado, pero se van entremezclando.
Los dos anticuerpos que se usan para visualizar las proteinas se pueden distinguir en un
microscopio de fluorescencia dado que la fluoresceina es verde y la rodamina es roja.
(Basado en observaciones de L.D. Frye y M. Edidin, J. Cell Sci. 7:319-335, 1970, con la
autorizacion de The Company of Biologists.)
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AGRUPAMIENTO

proteina Y
_— de membrana

l e, proteina X
de membrana

adicion de anticuerpos
anti-X

grupo de
proteinas X

\

b

FORMACION
DE UNA
CAPERUZA

caperuza de
proteinas X

Figura 10-35 Agrupamientoy
formacién de una caperuza de una
proteina de la superficie celular en un
leucocito. Los anticuerpos bivalentes
entrecruzan las moléculas proteicas a
las que se unen. Esto hace que estas
moléculas formen grandes grupos, los
cuales son arrastrados activamente
hacia el extremo posterior de la célula
y forman una “caperuza.” El
centrosoma, que gobierna la polaridad
antero-posterior de la célula, se
muestra en naranja.
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La velocidad de difusién lateral de las protefnas de membrana puede medir-
se utilizando la técnica de recuperacién de fluorescencia después de fotoblanquea-
miento (FRAP, de Fluorescence Recovery After Photobleaching). Habitualmente
este método comporta el marcaje de la protefna de superficie que se pretende
estudiar, con un ligando especifico fluorescente, como un anticuerpo fluores-
cente. (Es importante que se utilicen los fragmentos monovalentes de los anti-
cuerpos, que s6lo poseen un lugar de unién al antigeno, para evitar la formacién
de enlaces cruzados entre moléculas vecinas.) Luego, el ligando fluorescente es
blanqueado en una pequefia drea mediante un rayo ldser, y se mide el tiempo
que tardan las protefnas de membrana adyacentes que transportan moléculas
de anticuerpo fluorescente no blanqueadas, hasta difundir en el 4rea blanquea-
da (Figura 10-36). A partir de estas mediciones se pueden calcular los coeficien-
tes de difusién de la proteina de superficie celular que habfa sido marcada. Los
valores de los coeficientes de difusién para las diferentes proteinas de membra-
na en células diferentes son muy variables, pero estdn tfpicamente comprendi-
dos entre una décima o una centésima parte de los valores correspondientes
para las moléculas de fosfolipidos de la misma membrana.

Figura 10-37 Diagrama de una célula epitelial en el
que se muestra como una protefna de membrana
plasmdtica se halla confinada en un dominio
particular de la membrana. La protefna A (en la zona

membrana
plasmatica

apical de la membrana) y la protefna B (en la zona apical
basal y basolateral) pueden difundir lateralmenteen
sus dominios respectivos pero no pueden entrarenel  pjasmatica
otro, en parte debido a la unién celular especial lateral
denominada unién estrecha o estanca. Igualmente, FaTABSE
las moléculas lipfdicas de la monocapa exterior (no plasmatica

citoplasmética) de la membrana plasmética, tampoco  basal
pueden difundir entre ambos dominios, pero los

lfpidos de la monocapa interior (citoplasmaética) sf

pueden hacerlo (no se muestra).

-F

Protefnas de membrana

BLANQUEO

fluorescencia ——e

|/ RecUPERACION

tiempo —
(&3]

Figura 10-36 Mediciéndela
velocidad de difusién lateral de una
protefna de membrana plasmdtica,
mediante la técnica FRAP. Una
proteina especifica se marca, sobre la
superficie de la célula, con un
anticuerpo monovalente fluorescente
que se une solamente a esta protefna
(para simplificar, no se muestran otras
proteinas). Luego se blanquean los
anticuerpos de una pequefia drea
utilizando un ldser, la intensidad de la
fluorescencia se va recuperando a
medida que la moléculas blanqueadas
difunden hacia el resto de la superficie
celular y que las moléculas no
blanqueadas difunden a la zona
iluminada con el l4ser. (Vista lateral en
Ay superficial en B.) (C) Gréfico que
muestra la velocidad de recuperacién.
Cuanto mayor es el coeficiente de
difusién de la protefna de membrana,
mayor es la velocidad de recuperacién.

L proteina A

union
estrecha

proteina B

a8

hr

'
lamina basal
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Figura 10-38 Tres dominios de la membrana
plasmidtica de esperma de cobaya, definidos

mediante anticuerpos monoclonales. (A) es parte anterior

un esquema de esperma de cobaya y cada uno _ | Gelaizabern

de los tres pares de micrografias (B), (C) y (D) j parte posterior
__| de la cabeza

muestra una tincién inmunofluorescente de
superficie celular utilizando diferentes
anticuerpos monoclonales (a la derecha) junto
a una micrografia de contraste de fase de la
misma célula (a la izquierda). El anticuerpo
utilizado en (B) sélo marca la cabeza anterior
del espermatozoide, el de (C) sélo marca la
parte posterior de la cabeza y el de (D) sélo
marca la cola. (Cortesia de Selena Carroll y
Diana Myles.)

cola

(A} .

Las células pueden confinar a lipidos y a proteinas
en dominios especificos de la membrana'’

El reconocimiento de que las membranas biolégicas son fluidos bidimensiona-
les constituy6 un gran avance en la comprensién de la estructura y de la funcién
de la membrana. Ha quedado claro, sin embargo, que la representacién de la
membrana como un mar lipidico en el cual todas las proteinas flotan libremen-
te, es una sobresimplificacién. Muchas células tienen sistemas que les permiten
limitar sus proteinas de membrana en dominios especificos de la bicapa lipidica
continua. Por ejemplo, en células epiteliales como las que revisten el intestino o
los tiibulos del rifién, ciertas enzimas de la membrana plasmadtica y algunas pro-
teinas de transporte estdn limitadas a la superficie apical de la células mientras
que otras protefnas se hallan confinadas a las superficies basal y lateral (Figura
10-37). Esta distribucién asimétrica de las proteinas es a menudo esencial para
la funcién del epitelio, como se discute en el Capitulo 11. La composicién lipidi-
ca de estos dos dominios de membrana también es diferente, lo cual demuestra
que las células epiteliales pueden evitar la difusién de las moléculas lipidicas y
proteicas entre los dominios. Experimentos con lipidos marcados, no obstante,
sugieren que sélo estdn confinadas de esta manera las moléculas lipidicas de la
monocapa externa. Se cree que la separacion tanto de moléculas de proteina
como de moléculas lipidicas se mantiene, al menos en parte, por las barreras
formadas por un tipo especifico de uniones intercelulares (llamadas uniones es-
trechas o estancas, discutidas en el Capitulo 19). Estd claro que las proteinas de
membrana que forman estas uniones intercelulares no pueden difundir lateral-
mente entre las membranas que estdn interactuando

Una célula también puede crear dominios de membrana sin utilizar uniones
intercelulares. El espermatozoide de mamiferos, por ejemplo, es una célula aisla-
da que presenta varias zonas estructural y funcionalmente distintas delimitadas
por una membrana plasmdtica continua. Cuando se observa un espermatozoide
por microscopia de inmunofluorescencia utilizando diferentes anticuerpos que
reaccionen con antigenos de superficie, se constata que la membrana plasmatica
presenta al menos tres dominios diferentes (Figura 10-38). En algunos casos, los
antigenos son capaces de difundir dentro de los limites de su propio dominio; se
desconoce cémo se evita que abandonen dichos dominios.

En los dos ejemplos que se acaban de considerar, tanto la difusién de las
moléculas de lipidos como la de proteinas estan confinada a dominios especiali-
zados dentro de una membrana plasmatica continua. Las células también tie-
nen sistemas mds drasticos para inmovilizar ciertas proteinas de membrana.
Uno de ellos estd claramente representado en la membrana pirpura de Halo-
bacterium. Alli las moléculas de bacteriorrodopsina se ensamblan formando
grandes cristales bidimensionales en los que las moléculas proteicas individua-
les estdn relativamente fijas unas respecto a las otras; los grandes agregados de
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Las proteinas pueden autoensamblarse formando grandes agregados
(como en el caso de la bacteriorrodopsina en la membrana piirpura de
Halobacterium) (A); pueden estar trabadas por interacciones con agregados
macromoleculares del exterior (B) o del interior (C) de la célula, o pueden
interactuar con proteinas de la superficie de otra célula (D).

Figura 10-39 Cuatro sistemas mediante los cuales se puede restringir la -
movilidad lateral de determinadas protefnas de membrana plasmadtica. :{ )::
(A

)

este tipo difunden muy lentamente. Un sistema mdés comiin de restringir la mo-
vilidad lateral de proteinas de membrana especificas consiste en unirlas a en-
samblajes macromoleculares del interior o del exterior de la célula. Hemos visto
c6émo algunas proteinas de la membrana del eritrocito estdn ancladas al citoes-
queleto interior; en otros tipos celulares, las protefnas de la membrana plasméti-
ca pueden anclarse al citoesqueleto o a la matriz extracelular o a ambos. En la
Figura 10-39 se resumen los cuatro sistemas de inmovilizar proteinas especificas
de membrana.

La superficie celular estd recubierta con residuos de aziicar'®

Las proteinas de membrana, por regla general, no sobresalen desnudas al exte-
rior celular, sino que estdn decoradas, cubiertas o escondidas por carbohidratos
presentes en la superficie de todas las células eucariotas. Estos carbohidratos se
encuentran en forma de cadenas de oligosacérido unidas covalentemente a las
proteinas de membrana (glucoproteinas) y a lipidos (glucolipidos) y como cade-
nas de polisacédridos de moléculas proteoglucanos integrales de membrana. Los
proteoglucanos, que consisten en largas cadenas de polisacdridos unidas cova-
lentemente a un nicleo proteico, se encuentran principalmente en el exterior
celular como parte de la matriz extracelular (discutida en el Capitulo 19); pero
en el caso de los proteoglucanos integrales de membrana, el niicleo proteico se
extiende a través de la bicapa lipidica o estd anclado a la bicapa mediante un
glucosilfosfatidilinositol (GPI).

El término cubierta celular o glucocdliz se utiliza a menudo para describir la
zona de la superficie celular rica en carbohidratos. Esta zona puede ser visuali-
zada por medio de diversos colorantes, como el rojo de rutenio (Figura 10-40), o
también por su afinidad a proteinas que se unen a carbohidratos, llamadas lecti-
nas, que pueden ser marcadas con una tincién fluorescente u otro marcador vi-
sible. A pesar de que la mayor parte de los carbohidratos estdn unidos a molécu-
las intrinsecas de la membrana plasmadtica, habitualmente el glucocéliz contiene
ademds glucoprotefnas y proteoglucanos que han sido secretados al espacio ex-

glucocaliz citoplasma nicleo membrana plasmatica Figura 10-40 La cubierta celular, o

: glucoc4liz. Electromicrografia de la
superficie de un linfocito contrastado
con rojo de rutenio para mostrar la
cubierta celular. (Por cortesfa de A. M.
Glauert y G. M. W. Cook.)
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tracelular y que luego son adsorbidos en la superficie celular (Figura 10-41). Mu-
chas de estas macromoléculas adsorbidas son componentes de la matriz extra-
celular, de forma que el limite donde termina la membrana plasmdtica y donde
se inicia la matriz extracelular es sélo una cuestién semdntica.

Las cadenas laterales de oligosacdridos de las glucoproteinas y de los glucoli-
pidos son extremadamente diversas en cuanto a la organizacién de sus azticares.
A pesar de que habitualmente contienen menos de 15 residuos glucidicos, estos
residuos estdn a menudo ramificados y los aziicares pueden estar unidos entre si
mediante diversos enlaces covalentes. Esta distribucién es claramente diferente
de la de los residuos de aminoécidos de una cadena polipeptidica, que estidn
unidos por uniones peptidicas idénticas. Al unirse entre si, tres residuos glucidi-
cos pueden incluso formar cientos de trisacéridos diferentes. En principio la di-
versidad y la posicién expuesta de estos polisacéridos en la superficie celular les
hace especialmente indicados para tomar parte en procesos de reconocimiento
celular, pero durante muchos afos ha existido poca evidencia de esta presunta
funcién. Parecia ser que el papel de la cubierta celular podia ser meramente de
proteccién frente a daflo mecénico y quimico y de mantener objetos extrafios y
otras células a distancia, impidiendo indeseables interacciones proteina-protei-
na. De hecho, es probable que ésta sea una parte importante de su funcién. Re-
cientemente, sin embargo, se ha determinado que las lectinas unidas a membra-
na plasmdtica reconocen oligosacaridos especificos de glucolipidos de la
superficie celular, mediando asi diversos procesos transitorios de adhesion célu-
la-célula, entre los cuales se cuentan los que ocurren en las interacciones esper-
ma-6vulo, coagulacién sanguinea, recirculacién de linfocitos y respuestas infla-
matorias.

Las selectinas son proteinas de membrana que se unen
a carbohidratos de la superficie celular y que median
adhesiones celulares transitorias en el torrente sanguineo'®

Uno de los ejemplos mejor comprendidos del reconocimiento proteina-carbohi-
drato se da en las respuestas inflamatorias, cuando los linfocitos (de la clase de-
nominada neutrdfilos) son reclutados desde la sangre hacia una zona de infla-
macion en un tejido, usualmente para ayudar a combatir una infeccién local.
Inicialmente, los neutréfilos se adhieren suavemente a las células endoteliales
que limitan los vasos sanguineos de la zona y posteriormente se adhieren mds
fuertemente y migran fuera de los vasos sanguineos, arrastrdndose entre las cé-
lulas endoteliales adyacentes. El inicio del proceso de adhesién implica el reco-
nocimiento proteina-carbohidrato. Los mediadores quimicos locales liberados
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Figura 10-41 Diagrama simplificado
de la cubierta celular (glucociliz). La
cubierta celular est4 formada por las
cadenas laterales de oligosacdridos de
los glucolipidos y de las glucoproteinas
integrales de membrana y por cadenas
de polisacéridos de proteoglucanos
integrales de membrana. Ademds, en
muchas células los proteoglucanos y
glucoprotefnas adsorbidos (no
mostrados aqui) contribuyen a la
formacién del glucocdliz. Nétese que
todos los carbohidratos se hallan en la
superficie no citoplasmaética de la
membrana.
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Figura 10-42 La interaccién protefna-carbohidrato que inicia la adhesién
transitoria de neutrdfilos a las células endoteliales en las zonas de inflamacién.
(A) El dominio lectina de una P-selectina se une al oligosacarido especifico
mostrado en (B), que estd presente tanto en la glucoprotefna de la superficie
celular como en las moléculas de glucolipido. El dominio lectina de las selectinas
es homélogo a los dominios lectina encontrados en muchas otras proteinas
animales que se unen a carbohidratos; dado que la unién a sus ligandos glucidicos
requiere Ca?, se les llama lectinas de tipo C. En (C) se muestra la estructura
tridimensional de uno de estos dominios lectina, determinado por cristalografia de
rayos X; su enlace glucidico aparece de color azul. Gal = galactosa; GIcNAc = N-
acetilglucosamina; Fuc = fucosa; NANA = 4cido sidlico.

por las células en el lugar de la inflamacién sefalizan a las células endoteliales
de la region para que expresen una glucoproteina transmembrana denominada
P-selectina, que pertenece a la familia de moléculas de adhesién célula-célula
llamada selectinas. Las selectinas contienen un dominio lectina de unién a car-
bohidratos, en el extremo de un ensanchado “tallo” proteico que se extiende
desde la superficie celular (Figura 10-42A). El dominio de lectina de la P-selecti-
na reconoce el oligosacdrido especffico, como se muestra en la Figura 10-42B.
Dado que este oligosacdrido se expresa en las moléculas de glucolipido y de glu-
coproteina de la superficie de los neutrdfilos, éstos se adhieren especificamente
a las células endoteliales que limitan los vasos sanguineos de la zona inflamada.

La unién de cada dominio de lectina a su oligosacdrido especifico es de rela-
tivamente baja actividad y al parecer tanto la asociacién como la posterior diso-
ciacién de dicha unién, ocurren rdpidamente. Ello permite a las selectinas unir a
las paredes de los capilares las células sangufneas en trdnsito, permitiendo al
mismo tiempo que las células adheridas, impulsadas por el flujo sanguineo, se
desplacen a lo largo del endotelio hacia la zona inflamada. Este desplazamiento
continia hasta que otro mecanismo de adhesién célula-célula, mediado por un
tipo distinto de protefnas transmembrana, denominadas integrinas (discutidas
en el Capitulo 19), se activa y refuerza la adhesién, permitiendo a los neutréfilos
detener sus movimiento y arrastrarse fuera de los capilares sanguineos hacia el
tejido. Cuando los linfocitos migran fuera del torrente sanguineo hacia el nédulo
linfatico tiene lugar una secuencia de eventos de adhesién similar mediada por
selectinas e integrinas (véase Figura 23-9).

Diversas selectinas se expresan en la superficie de los leucocitos, plaquetas y
células endoteliales, participando en una amplia gama de interacciones transi-
torias célula-célula dentro del torrente sanguineo.
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Resumen

Mientras que la bicapa lipidica determina la estructura bdsica de las membranas
bioldgicas, las proteinas son las responsables de la mayoria de las funciones de las
membranas, actuando de receptores especificos, enzimas o protetnas de transporte
y otras muchas funciones. Muchas protefnas de membrana atraviesan la bicapa li-
pidica: en algunas de estas protefnas transmembrana la cadena de polipéptidos
cruza la bicapa como una hélice o iinica (protefnas de paso vinico); en otras, inclui-
das las responsables del transporte transmembrana de iones y otras pequefias mo-
léculas solubles en agua, la cadena polipeptidica cruza la bicapa varias veces, ya
sea en series de hélices a 0 como ldminas B en forma de un barril cerrado (proteinas
de paso miiltiple). Otras proteinas asociadas a la membrana no atraviesan la bica-
pa pero en cambio se hallan unidas a una cara u otra de la membrana. Muchas de
estas proteinas se unen a proteinas transmembrana mediante interacciones no co-
valentes, pero otras estdn unidas por medio de la union covalente a grupos liptdi-
cos. Como ocurre con las moléculas liptdicas de la bicapa, muchas protefnas de
membrana son capaces de difundir rdpidamente en el plano de la membrana. Por
otro lado, las células tienen sistemas para inmovilizar protefnas especificas de
membrana y para confinar tanto protefnas de membrana como moléculas lipidicas
a dominios particulares de una bicapa liptdica continua.

En la membrana plasmdtica de todas las células eucariotas, la mayorta de
las proteinas que quedan al descubierto sobre la superficie celular y algunas de las
moléculas lipidicas de la monocapa liptdica externa tienen cadenas de oligosacdri-
dos unidas covalentemente. Algunas membranas plasmdticas también contienen
moléculas integrales de proteoglucanos con cadenas de polisacdridos expuestas a
la superficie. Esta cubierta de aziicares ayuda a proteger la superficie celular del
dario mecdnico y quimico, y algunas de las cadenas de oligosacdridos son reconoci-
das por protefnas que se unen a carbohidratos de la superficie celular (lectinas) que

intervienen en procesos de adhesién célula-célula especificos y transitorios.
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