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Compartimientos
intracelulares y
clasificacion de proteinas

A diferencia de las bacterias, que generalmente constan de un tinico comparti-
miento rodeado por una membrana plasmatica, la célula eucariota estd subdivi-
dida en compartimientos rodeados por membrana, que son funcionalmente dis-
tintos. Cada compartimiento u orgdnulo contiene su propia coleccién de
enzimas, otras moléculas especializadas y un complejo sistema de distribucién
que transporta especificamente los compuestos de un compartimiento a otro.
Para entender la célula eucariota es necesario conocer lo que sucede en cada
uno de estos compartimientos, c6mo se desplazan las moléculas entre ellos y
c6mo se generan los compartimientos a sf mismos y se conservan,

Las proteinas juegan un papel central en la compartimentacién de una célula
eucariota. Catalizan las reacciones que tienen lugar en cada orgdnulo y transpor-
tan selectivamente pequefias moléculas hacia dentro y hacia fuera de su interior
o lumen. También actiian como marcadores especificos de superficie de los orga-
nulos que dirigen el destino de proteinas y de lipidos al orgdnulo apropiado. Una
célula de mamifero contiene aproximadamente 10 mil millones (10!?) de molécu-
las de proteina, de unos 10 000 tipos distintos. La sintesis de la mayorfa de todas
estas proteinas empieza en el citosol, el espacio comiin que engloba a los orgdnu-
los. Una vez sintetizada, cada proteina es transportada especificamente al com-
partimiento celular que la necesita. Por ello el tema central de este capitulo y
también del siguiente ser4 el tréfico intracelular de proteinas. El conocimiento de
este trifico de proteinas desde un compartimiento a otro permite empezar a
comprender el desconcertarte laberinto de membranas intracelulares.

La compartimentacion de las células superiores

En esta seccién introductoria vamos a dar una visién general de los distintos
compartimientos de la células y de las relaciones que existen entre ellos. Para
poder hacerlo, hemos organizado los orgdnulos conceptualmente en un peque-
fio niimero de familias, revisando cémo las proteinas se dirigen a orgdnulos es-
pecfficos y c6émo atraviesan las membranas de los orgdnulos.

Todas las células eucariotas tienen la misma coleccién bdsica
de orgdanulos rodeados de membrana’

Muchos procesos bioquimicos vitales ocurren en o sobre superficies de mem-
brana. Asi, el metabolismo lipidico estd catalizado mayoritariamente por enzi-
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mas unidas a membranas y la fosforilacién oxidativa y la fotosintesis requieren
una membrana semipermeable para acoplar el transporte de H* con la sintesis
de ATP. Ademds, los sistemas de membranas intracelulares no sélo proporcio-
nan un drea extra de membrana, sino que crean compartimientos que estin se-
parados del citosol, dando a la célula espacios acuosos funcionalmente especia-
lizados. Como la bicapa lipidica de los orgdnulos de membrana es impermeable
a la mayoria de las moléculas hidrofilicas, la membrana de cada orgdnulo ha de
disponer de proteinas transportadoras que son responsables de la importacién o
exportacién de metabolitos especificos. Cada membrana de un organulo ha de
tener también un mecanismo de importacién y de incorporacién al orgdnulo de
las proteinas especificas que hacen que dicho orgénulo sea tinico.

En la Figura 12-1 se ilustran los compartimientos mds importantes comunes
a todas las células eucariotas. El nicleo contiene el genoma principal y es el lu-
gar mds importante de sintesis de DNA y de RNA. El citoplasma que lo circunda
consiste en el citosol y los orgdnulos citoplasmdticos suspendidos en él. El citosol
constituye un poco mds de la mitad del volumen total de la célula y es el lugar
donde no sdélo tiene lugar la sintesis de proteinas sino también donde se desa-
rrollan la mayoria de las reacciones del metabolismo intermediario celular —es
decir, el elevado niimero de reacciones mediante las cuales algunas moléculas
pequeiias son degradadas y otras son sintetizadas proporcionando los elemen-
tos para la construccion de las macromoléculas (se explica en el Capitulo 2).

Aproximadamente la mitad del 4rea total de membrana de una célula se uti-
liza para englobar los espacios laberinticos del reticulo endoplasmadtico (ER). El
ER presenta muchos ribosomas unidos a su superficie citoplasmadtica, los cuales
sintetizan proteinas integrales de membrana y proteinas solubles destinadas a
ser segregadas o a ser transportadas a otros orgdnulos. Veremos que existe una
diferencia importante entre el sistema a través del cual las proteinas son dirigidas
al ER o a otros orgdnulos citoplasmdticos: mientras que las proteinas son translo-
cadas a otros orgdnulos solamente cuando su sintesis ha concluido, son translo-
cadas al ER durante su sintesis, por lo que los ribosomas sobre los que se estdn
produciendo estdn unidos a la membrana del ER. El ER también produce los lipi-
dos del resto de la célula y también actiia como almacén de iones Ca?. El comple-
Jjo de Golgi consiste en una serie de compartimientos organizados en forma de sa-
cos discoidales llamados cisternas del Golgi; recibe lipidos y proteinas del ER y las
distribuye hacia diferentes destinos intracelulares, generalmente modificindolas
covalentemente durante el viaje.

Las mitocondrias y (en las plantas) los cloroplastos, generan la mayor parte
del ATP que se utiliza para desplazar las reacciones biosintéticas que requieren
un aporte de energia libre. Los lisosomas presentan enzimas digestivas que de-
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Figura 12-1 Los principales
compartimientos intracelulares de
una célula animal. El citosol (gris), el
reticulo endoplasmético, el complejo
de Golgi, el niicleo, las mitocondrias,
los endosomas, los lisosomas y los
peroxisomas son diferentes
compartimientos que se hallan
aislados del resto de la célula
mediante, al menos, una membrana
dotada de permeabilidad selectiva.



Tabla 12-1 Volimenes relativos ocupados por los principales compartimientos
intracelulares en una célula hepética tfpica (hepatocito)

Compartimiento Porcentaje del volumen  Niimero aproximado
intracelular celular total por célula*
Citosol 54 1
Mitocondria 22 1700
Vesiculas del ER rugoso 9 1
Vesfculas del ER liso y de Golgi 6

Nriicleos 6 1
Peroxisomas 1 400
Lisosomas 1 300
Endosomas 1 200

* Se cree que todas las cisternas del retfculo endoplasmatico liso y rugoso estdn conectadas, for-
mando un iinico gran compartimiento. En cada célula el complejo de Golgi estd organizado en
un niimero discreto de grupos de cisternas apiladas (dictiosomas) y todavfa no se ha establecido
claramente el grado de interconexién entre ellos.

gradan tanto orgdnulos muertos como macromoléculas y particulas captadas
del exterior de la célula por endocitosis. En su camino hacia los lisosomas, las
macromoléculas y las partfculas endocitadas primero han de pasar por una serie
de compartimientos llamados endosomas. Los peroxisomas (también conocidos
como microcuerpos) son pequefios compartimientos vesiculares que contienen
enzimas que participan en diversas reacciones oxidativas. En general, cada orgé-
nulo rodeado por membrana realiza el mismo tipo de funciones bdésicas en to-
dos los tipos celulares pero varfa en abundancia y puede tener propiedades adi-
cionales que difieren de un tipo celular a otro de acuerdo con las funciones
especializadas de las células diferenciadas.

En su conjunto, estos orgdnulos ocupan casi la mitad del volumen celular (Ta-
bla 12-1), y se requiere una gran cantidad de membranas intracelulares para fabri-
carlos todos. Asi, en las dos células de mamifero que se analizan en la Tabla 12-2,

Tabla 12-2 Cantidades relativas de tipos de membrana en dos células eucariotas

- Porcentaje de membrana

celular total
Célula exocrina

Tipo de membrana Hepatocito* pancredtica*
Membrana plasmadtica 2 5
Membrana del ER rugoso 35 60
Membrana del ER liso 16 <1
Membrana del complejo de Golgi 7 10
Mitocondrias

Membrana externa 7 4

Membrana interna 32 17
Niicleo

Membrana interna 0,2 0,7
Membrana de las vesiculas secretoras no determinado 3
Membrana de los lisosomas 0,4 no determinado
Membrana de los peroxisomas 0,4 no determinado
Membrana del endosoma 0,4 no determinado

* Estas dos células son de tamafio muy diferente, ya que el hepatocito tiene como promedio un
volumen de 5000 um? en comparacién a los 1000 um? de la célula exocrina pancreética. Las
4reas totales de membrana celular se estiman en 110 000 pm? y 13 000 pm?, respectivamente.
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el reticulo endoplasmdtico tiene una superficie de membrana total que es 25 y 12
veces mayor respectivamente que la membrana plasmdtica. En términos de su-
perficie y de masa, pues, en la mayoria de la células eucariotas la membrana
plasmadtica es s6lo una membrana minoritaria (Figura 12-2).

Los orgdnulos rodeados de membrana no se hallan distribuidos al azar en el
citosol; por el contrario, a menudo ocupan posiciones caracteristicas. Asf, en la
mayoria de células el complejo de Golgi esta cerca del niicleo mientras que la
red de tibulos del ER se extiende a partir del niicleo por todo el citosol. Estas dis-
tribuciones caracteristicas parecen depender de las interacciones de los orgdnu-
los con el citoesqueleto: por ejemplo, la localizacién del ER y del complejo de
Golgi depende de la red de microtibulos. Si se despolimerizan experimental-
mente los microttibulos con una droga, el complejo de Golgi se fragmenta y se
dispersa por toda la célula y la red del ER se colapsa hacia el centro celular, o
centrosoma, a partir del cual emerge la red de microtiibulos (véase Capitulo 16).

La relacién topolégica de los orgdnulos rodeados de membrana
puede ser interpretada en términos de sus origenes evolutivos®

Para entender la relacién que existe entre los compartimientos de la célula, re-
sulta 1til considerar c6mo pueden haber evolucionado. Se cree que los precur-
sores de las primeras células eucariotas fueron organismos parecidos a bacte-
rias, los cuales generalmente tienen membrana plasmadtica pero no membranas
internas. En estas células, por lo tanto, la membrana plasmatica realiza todas las
funciones dependientes de membrana, como el bombeo de protones, la sintesis
de ATP, y la sintesis de lipidos. No obstante, las células eucariotas actuales tie-

592 Capftulo 12 : Compartimientos intracelulares y clasificacién de protefnas

Figura 12-2 Electronmicrograffa de
una parte de una célula hep4tica vista
en seccién transversal. Se indican
ejemplos de la mayoria de los
principales compartimientos
intracelulares. (Por cortesia de Daniel
S. Friend.)

(A)

(B)

Figura 12-3 Organizacién de
membranas especializadas en las
bacterias. (A) Zonas (patches) de la
superficie celular, consistentes en
proteinas especializadas de
membrana. (B) Zonas invaginadas de
membrana plasmética que
incrementan la cantidad de membrana
disponible para funciones
especializadas, como por ejemplo,
para fotosintesis. (C) Internalizacién
de las zonas invaginadas de
membrana, formando vesiculas cuya
cara interior es topolégicamente
equivalente a la cara exterior de la
célula. En algunos tipos de bacterias
fotosintéticas se presentan vesiculas
de membrana de este tipo; su relacién
topolégica con la superficie de la
célula es similar a la del ER, la del
complejo de Golgi, la de los
endosomas y la de los lisosomas en las
células eucariotas.



nen una dimensién lineal entre 10 y 30 veces mayor y un volumen entre 1000 y
10 000 veces mayor que una bacteria tipica como E. coli. Se puede proponer que
la profusién de membranas internas responde en parte a una adaptacién a este
incremento en tamafio: las células eucariotas tienen una relacién entre superfi-
cie y volumen mucho menor, de forma que probablemente el 4rea de su mem-
brana plasmaética es demasiado pequefia para contener la gran cantidad de fun-
ciones vitales ligadas a membrana que presenta una célula.

Evidentemente, la evolucién de las membranas internas ha sido paralela a la
especializacién de la funcién de las membranas. En algunas bacterias actuales
existen zonas (patches) especializadas de la membrana plasmitica en las que se
presentan una coleccién determinada de protefnas de membrana que realizan
una serie de funciones relacionadas (Figura 12-3A). Estas porciones especializadas
de membrana, tales como la “membrana ptirpura” en Halobacterium que contie-
ne bacteriorrodopsina (se discute en el Capftulo 10) o los cromatéforos en las bac-
terias fotosintéticas (se discute en el Capitulo 14), representan organulos primiti-
vos. En algunas bacterias fotosintéticas, estas zonas de membrana se han
transformado en zonas més elaboradas concretdndose en invaginaciones de la
membrana plasmdtica (Figura 12-3B), mientras que en otras bacterias parece que
estas invaginaciones se han separado completamente de la membrana plasmética
formando vesfculas cerradas intracelulares rodeadas de membrana, especializa-
das en la fotosfntesis (Figura 12-3C).

Puede esperarse que un orgdnulo eucariota que se haya originado por el
procedimiento que se ilustra en la Figura 12-3 tenga un interior topolégicamen-
te equivalente al exterior de la célula. Veremos que éste es el caso del ER, del
complejo de Golgi, del endosoma y del lisosoma -asf como del gran niimero de
intermediarios vesiculares de las vias secretora y endocftica (vesfculas de trans-
porte). Podemos por tanto pensar que todos estos orgdnulos son miembros de la
misma familia y que, tal como veremos en detalle en el préximo capitulo, sus in-
teriores se comunican intensamente entre s{ y con el exterior de la célula via ve-
sfculas de transporte que emergen por gemacién de un orgdnulo y se fusionan
con otro (Figura 12-4). En bacterias los ribosomas se hallan unidos a la cara cito-
sélica de la membrana plasmaética por lo que el origen evolutivo de la membrana
del ER a partir de la membrana plasmética puede explicar por qué en las células
eucariotas los ribosomas se encuentran unidos a la membrana del ER.

Este esquema evolutivo también ofrece una explicacién razonable para la
arquitectura del niicleo, con su doble membrana. En las bacterias un tinico cro-
mosoma estd unido a puntos especiales del interior de la membrana plasmati-
ca. Es por lo tanto posible que la doble envoltura nuclear se originara como una
invaginacién profunda de la membrana plasmética, tal como se muestra en la
Figura 12-5A. Este esquema podrfa explicar por qué el compartimiento nuclear
es topolégicamente equivalente al citosol. De hecho, en las células eucariotas
superiores la envoltura nuclear se rompe durante la mitosis, permitiendo que el
contenido nuclear se disperse por el citosol, una situacién que nunca sucede
con el contenido de ninglin otro orgdnulo delimitado por membrana. Tal y

lisosoma

ER rugoso

membrana
envoltura| interna
nuclear membrana
externa

complejo vesicula
de Golgi  de secreccidon
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Figura 12-4 Relaciones topolégicas
entre los compartimientos de una
célula eucariota. Los espacios
topolégicamente equivalentes se
presentan en rojo. Los ciclos de
gemaci6n y fusién permiten en
principio que cualquier lumen se
comunique con cualquier otro y con el
exterior celular. La flechas azules
indican la direccién de salida del
trafico de vesiculas desde el ER hasta el
complejo de Golgi y la membrana
plasmadtica (o los lisosomas) y los
puntos negros representan protefnas
que son segregadas por la célula.
Algunos orgédnulos sin embargo —de
forma mds notable las mitocondrias y
(en plantas) los cloroplastos- no
participan en esta comunicacién
vesicular por lo que estdn aislados del
tréfico entre orgdnulos que se muestra
aquf.
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como también predice el esquema de la Figura 12-5A, el espacio entre las dos
membranas nucleares es topolégicamente equivalente al exterior de la célula y
es continuo con el lumen del ER.

Como se discute en el Capitulo 14, las mitocondrias y los cloroplastos difie-
ren de los otros orgdnulos rodeados de membrana en que presentan su propio
genoma. La naturaleza de estos genomas y la estrecha similitud existente entre
las proteinas de estos orgdnulos y las de algunas bacterias actuales sugiere clara-
mente que las mitocondrias y los cloroplastos evolucionaron a partir de bacte-
rias que fueron “engullidas” por otras células con las que inicialmente vivieron
en simbiosis (se explica en los Capitulos 1 y 14). De acuerdo con el esquema hi-
potético de la Figura 12-5B, la membrana interna de las mitocondrias y de los
cloroplastos corresponde a la membrana plasmatica original de las bacterias,
mientras que el lumen de estos orgdnulos evolucioné a partir del citoplasma
bacteriano. Como podria esperarse de sus origenes, estos orgdnulos permane-
cen aislados del extenso tréfico de vesiculas que conecta el interior de la mayoria
de los organulos entre si y con el exterior de la célula.

Este esquema evolutivo agrupa los principales compartimientos intracelula-
res de la células eucariotas en cinco grupos: (1) el nicleo y el citosol, que se co-
munican entre si a través de los poros nucleares, por lo que son topolégicamente
continuos (a pesar de ser funcionalmente diferentes); (2) todos los orgdnulos
que actiian en las rutas de secrecion y de endocitosis —incluyendo el ER, el com-
plejo de Golgi, los endosomas, los lisosomas, y numerosas clases de vesiculas de
transporte; (3) las mitocondrias; (4) los plastos (s6lo en plantas); y (5) los peroxi-
somas (cuyos origenes evolutivos serdn explicados mds adelante).

Las proteinas pueden desplazarse entre compartimientos
de diferentes maneras®

Todas las proteinas empiezan a ser sintetizadas en el citosol, excepto las que son
sintetizadas en los ribosomas de las mitocondrias y de los plastos. Su destino si-
guiente depende de su secuencia de aminodcidos, que puede presentar sefiales
de clasificacién que dirigen su reparto hacia posiciones fuera del citosol. Mu-
chas proteinas no presentan senales de clasificacién y, en consecuencia, perma-
necen en el citosol como residentes permanentes. Sin embargo, muchas otras
tienen sefales de clasificacidn especificas que las dirigen desde el citosol hacia
el nicleo, el ER, las mitocondrias, los plastos (en plantas), o los peroxisomas; las
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Figura 12-5 Hipdtesis sobre el origen
evolutivo de algunos orgdnulos
rodeados de membrana. Los origenes
de las mitocondrias, de los
cloroplastos, del ER y del niicleo
celular pueden explicar las relaciones
topoldgicas existentes entre estos
compartimientos intracelulares en
células eucariotas. (A) Posible via para
la evolucién del ER y del niicleo. En
algunas bacterias el DNA se halla
unido a una invaginacién de la
membrana plasmdtica llamada
mesosoma. En células procariotas muy
primitivas, una invaginacién de este
tipo pudo dar lugar a una envoltura
alrededor del DNA permitiendo
todavia el acceso del DNA al citosol
celular (necesaria para permitir que el
DNA pueda dirigir la sintesis de
proteinas). Probablemente esta
envoltura se generé completamente a
partir de la membrana plasmadtica,
produciendo un compartimiento
limitado por una doble membrana. Tal
como se ilustra, la envoltura nuclear
estd organizada mediante una capa
fibrosa denominada ldmina nuclear,
que estd atravesada por canales de
comunicacién denominados
complejos de poro nucleares. Dado que
el nicleo estd rodeado por dos
membranas que contintian donde son
atravesadas por estos poros, el lumen
del niicleo es topolégicamente
equivalente al citosol. El lumen del ER
es continuo con el espacio que se halla
entre las membranas nucleares interna
y externa, y es topolégicamente
equivalente con el espacio
extracelular. (B) Se cree que las
mitocondrias (y los cloroplastos) se
originaron mediante la incorporacién
de una bacteria a una célula eucariota.
Estas bacterias retuvieron su
autonomia. Esta hip6tesis puede
explicar por qué el lumen de estos
organulos permanece aislado del
extenso tréfico de vesiculas que
interconecta el lumen de muchos otros
compartimientos intracelulares.



Figura 12-6 Durante el transporte de las vesfculas se mantiene la
“polaridad” de la membrana. Nétese que tanto para las proteinas como para
los lfpidos la orientacién original del compartimiento dador se mantiene en
la membrana del compartimiento diana y que los materiales solubles son
transferidos de lumen a lumen.

sefiales de clasificacién también pueden dirigir el transporte desde el ER hacia
otros destinos celulares.

Para entender los principios generales por los que acttian las sefiales de cla-
sificacién, es importante distinguir tres sistemas fundamentales diferentes me-
diante los cuales las protefnas se desplazan desde un compartimiento a otro.
(1) El tréfico de proteinas entre el citosol y el nicleo tiene lugar entre espacios
topolégicamente equivalentes, los cuales estdn en continuidad a través de los
complejos de poro nucleares. Este proceso se llama transporte regulado porque
el complejo de poro nuclear actiia como puertas selectivas que pueden trans-
portar activamente macromoléculas especificas y ensamblajes macromolecula-
res, aunque también permiten difusién libre de moléculas pequeias. (2) En el
transporte transmembrana, franslocadores proteicos unidos a la membrana di-
rigen el transporte especifico de proteinas a través de la membrana desde el ci-
tosol hacia un espacio que es topolégicamente distinto. Generalmente, la molé-
cula de protefna transportada ha de desplegarse para poder deslizarse a través
de la membrana. Por ejemplo el transporte inicial de determinadas proteinas
desde el citosol hacia el lumen del ER o hacia el interior de las mitocondrias tie-
ne lugar de este modo. (3) En el transporte vesicular, las vesiculas de transporte
cargan protefnas desde un compartimiento a otro. A medida que la membrana
de un compartimiento va produciendo vesiculas por gemacién, estas vesiculas
capturan un cargamento de moléculas del lumen del compartimiento. Tras el
transporte y la fusién con la membrana de otro compartimiento, estas vesiculas
descargan su cargamento en el interior de este otro compartimiento. Por ejem-
plo la transferencia de protefnas solubles desde el ER al complejo de Golgi tiene
lugar por este mecanismo. Dado que las proteinas transportadas no atraviesan
la membrana, s6lo se desplazan entre compartimientos que son topolégicamen-
te equivalentes (Figura 12-6). En el Capitulo 13 explicaremos con mds detalle el
transporte vesicular. Los tres sistemas mediante los que se transportan las protei-
nas entre distintos compartimientos se resumen en la Figura 12-7.

Cada uno de los tres sistemas de transferencia proteica generalmente estdn
guiados selectivamente por proteinas receptoras complementarias que se hallan

Figura 12-7 “Mapa de carreteras” simplificado del tréfico proteico. Las
protefnas pueden desplazarse de un compartimiento a otro por medio de un
transporte regulado (en rojo), por medio de transporte transmembrana
(azul), o por medio de transporte vesicular (verde). Las sefiales que dirigen el
camino de una protefna determinada a través del sistema, determinando su
localizacién definitiva en la célula, estdn contenidas en la secuencia de
aminodcidos de la protefna. El viaje comienza con la sfntesis de una protefna
sobre un ribosomna y termina cuando se ha alcanzado el destino final. En
cada una de las estaciones intermedias (recuadros) se toma una decisién
respecto a si la protefna serd retenida en el compartimiento o bien
continuard el viaje. En principio, se requiere una sefial determinada tanto
para retener la protefna en el compartimiento como para no retenerla. El
destino alternativo es la ruta por defecto (en ausencia de sefial). Por ejemplo,
el transporte vesicular de protefnas desde el ER, a través del complejo de
Golgi, hasta la superficie celular, parece que no necesita ninguna sefial
especffica; las sefiales de retencién especfficas se requieren por consiguiente
para retener las protefnas en el ER y en el complejo de Golgi, cuyas protefnas
especializadas residen allf.

Utilizaremos repetidamente esta figura como gufa a través de este
capftulo y del siguiente, destacando la ruta particular que serd explicada.
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en el organulo de destino. Por ejemplo, si una proteina grande ha de ser impor-
tada hacia el nicleo, ha de tener una sefal de clasificacién que sea reconocida
por proteinas receptoras asociadas con el complejo de poro nuclear. Si una pro-
teina ha de ser transferida directamente a través de una membrana, ha de tener
una sefial de clasificacion que sea reconocida por el translocador de la membra-
na que tiene que atravesar. Del mismo modo, si una proteina ha de ser incorpo-
rada en cierto tipo de vesiculas de transporte o retenida en ciertos orgdnulos, sus
senales de clasificacién han de ser reconocidas por un receptor complementario
de la membrana apropiada.

Los péptidos seial y la regi6n sefial determinan el destino celular
correcto de las proteinas*

Existen al menos dos tipos de sefiales de clasificacion en las proteinas. Uno de
ellos reside en una regién continua de la secuencia de aminodcidos, tipicamente
de 15-60 residuos de largo. Este péptido seiial es a menudo (pero no siempre)
eliminado de la proteina por una peptidasa de seiial especializada, una vez se
ha ejecutado la decisién de clasificacién. El otro tipo de sefial consiste en una
disposicién tridimensional caracteristica de los 4tomos de la superficie de la
proteina, que se forma cuando se pliega la proteina. Los restos de aminodacidos
que constituyen la regidn sefial pueden ser bastante distantes el uno del otro en
la secuencia lineal de aminoécidos, y generalmente permanecen en la proteina
madura (Figura 12-8). Los péptidos sefal son utilizados para dirigir las proteinas
desde el citosol al ER, a las mitocondrias, a los cloroplastos, a los peroxisomas y
al nicleo y también son utilizados para retener las proteinas en el ER. Las regio-
nes seial identifican ciertas enzimas que han de ser marcadas con residuos de
azicar especificos que luego dirigen a las proteinas desde el complejo de Golgi a
los lisosomas; las regiones sefial también se utilizan en otros pasos de clasifica-
cién que estdn menos caracterizados.

Para especificar los diferentes destinos celulares se utilizan diferentes tipos
de péptidos senal. En general, las proteinas que estdn destinadas a ser transferi-
das al ER tienen, en su extremo amino terminal, péptidos sefial que en la parte
central de su secuencia presentan entre 5y 10 residuos de aminodacidos hidrof6-
bicos. La mayoria de estas proteinas pasardn después desde el ER al complejo de
Golgi; no obstante, las proteinas que presentan en su extremo carboxilo terminal
una secuencia determinada de cuatro aminodcidos son retenidas permanente-
mente en el ER. Las proteinas destinadas a las mitocondrias tienen péptidos se-
nal en los que se alternan restos de aminodcidos cargados positivamente con
restos de aminodcidos hidrofébicos. Las proteinas destinadas a los peroxisomas
tienen habitualmente una secuencia de tres aminodcidos en su extremo carboxi-
lo. Muchas proteinas destinadas al nticleo tienen péptidos sefial formados por
una agrupacion de residuos de aminoacidos cargados positivamente, la cual se
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Figura 12-8 Los dos sistemas
mediante los que se puede codificar
una sefial de transporte en una
protefna. (A) La seiial se halla en una
secuencia sencilla y discreta de
aminoécidos, llamada péptido sefial,
que se halla expuesta en la protefna
plegada. A menudo los péptidos sefial
se presentan en uno de los extremos
de la cadena polipeptidica (tal como se
presenta en la figura), pero también se
pueden localizar en cualquier otro
lugar de la protefna. (B) Se puede
formar una regidn sefial mediante la
yuxtaposicién de aminoécidos
procedentes de regiones que se
hallaban fisicamente separadas antes
de que la proteina se plegara (como se
muestra en la figura);
alternativamente, la sefial puede estar
formada por zonas separadas de la
superficie de la protefna plegada que
se hallan separadas entre si por
distancias fijas. En cualquier caso, la
senal de transporte depende de la
conformacién tridimensional de la
proteina. Por esta razén, este tipo de
sefial resulta diffcil el localizar de
forma precisa.



Tabla 12-3 Algunas secuencias tipicas de péptidos sefial

Funcién del péptido sefial Ejemplo de péptido sefial

Importacién al ER *H,N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser- Leu-Leu-Leu-Val
Gly-1le-Leu-Phe-Trp-Ala -Thr-Glu-Ala-Glu-
Gln-Leu-Thr-Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln-

Retencién en el lumen del ER -Lys-Asp-Glu-Leu-COO-

Importacién a la mitocondria *H,N-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-Gln-Ser-Ile-Arg-Phe-
Phe-Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-Ser-
Ser-Arg-Tyr-Leu-Leu-

Importacion al nicleo -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-

Importacién a los peroxisomas  -Ser-Lys-Leu-

Union a membrana a travésde  *H,N-Gly-Ser-Ser-Lys-Ser-Lys-Pro-Lys-
la unién covalente del extremo
amino terminal al d4cido miristico

Los residuos de aminodcidos cargados positivamente se muestran en rojo y los é-eirééaos negati-
vamente en verde. En el recuadro amarillo se indica un gran bloque de aminodcidos hidrofébi-
cos. H,N* indica el extremo amino terminal de la proteina y COO- el carboxilo terminal.

encuentra habitualmente en lugares internos de la cadena polipeptidica. En la
Tabla 12-3 se muestran algunos péptidos sefial tipicos.

La importancia de cada uno de estos péptidos sefial en el destino de las pro-
tefnas se ha visto en experimentos en los que el péptido ha sido transferido des-
de una proteina a otra mediante técnicas de ingenierfa genética: por ejemplo,
colocando el péptido sefial amino terminal que especifica para el ER, al princi-
pio de una proteina citosélica, se consigue que ahora la proteina se dirija al ER.
Todos los péptidos sefial que se hallan unidos a protefnas que tienen el mismo
destino son funcionalmente intercambiables aunque sus secuencias de amino-
4cidos puedan variar mucho. A menudo, parece que para los procesos de reco-
nocimiento, las propiedades fisicas de estos péptidos sefial, tales como la hidro-
fobicidad, son més importantes que la secuencia exacta de aminoéacidos.

Las regiones sefial son mucho més dificiles de analizar que los péptidos se-
fal; en consecuencia, se conoce mucho menos sobre su estructura. Debido a
que resultan de un patrén complejo de plegamiento proteico tridimensional, no
pueden simplemente transferirse de una proteina a otra.

En el Panel 12-1 (pédg. 598) se ilustran los principales métodos para estudiar
cémo se dirigen las proteinas desde el citosol a un compartimiento especifico y c6-
mo se translocan a través de las membranas.

Las células no pueden construir de novo sus orgdnulos rodeados
de membrana: necesitan informacién del propio orgdnulo®

Cuando una célula se reproduce y se divide, tiene que duplicar sus organulos ro-
deados de membrana. Normalmente las células realizan esta duplicacién agran-
dando los orgdnulos mediante la incorporacién en ellos de nuevas moléculas, y la
posterior divisién de estos orgdnulos agrandados. Posteriormente, los orgdnulos
hijos son distribuidos entre las dos células hijas. Esta herencia es esencial ya que
una célula no puede fabricar de novo estas membranas. Por ejemplo, si se elimina
completamente el ER de la célula, ;c6mo puede reconstruirlo la célula? Las prote-
inas de membrana que definen el ER y realizan muchas de su funciones clave son
productos del propio ER. No se puede fabricar un nuevo ER sin la existencia pre-
via de un ER, o al menos de una membrana que contenga los translocadores ne-
cesarios para importar proteinas especificas hacia el ER (y que carezca de los
translocadores de otros orgdnulos, necesarios para importar proteinas).

Asf, parece que la informacion necesaria para construir un orgdnulo rodeado
de membrana no reside sélo en el DNA que especifica las proteinas del orgdnulo.

La compartimentacién de las células superi_ores

597



Aproximacion por transfeccion para definir
secuencias sefal

Un sistema de mostrar que una secuencia senal es
necesaria y suficiente para dirigir una proteina hacia
un compartimiento intracelular deteminado consiste
en crear una proteina de fusién en la que la secuencia
senal se halle unida, mediante técnicas de ingenieria
genética, a una proteina que normalmente es residente
en el citosol. Después de transfectuar células con el
cDNA que codifica esta proteina, se determina la
localizacion de la proteina de fusion mediante
inmunomarcaje o por fraccionamiento celular.

secuencia senalaob gen que codifica una proteina citosolica

plasmido utilizado para transfectar células

la secuencia senal b (Il )
dirige la proteina de fusién
al organulo B

la secuencia sefal a ()
dirige la proteina de fusion
al organulo A

Alterando la secuencia senal utilizando mutagénesis
dirigida puede determinarse qué caracteristicas
estructurales son importantes para su funcion.

Aproximacién bioquimica para estudiar el mecanismo de
translocacion de la proteina

En este caso, una proteina marcada que contiene una secuencia senal
especifica es transportada in vitro al interior de organulos aislados.
Generalmente la proteina marcada es producida por traduccion en un
sistema libre de células de un mRNA que codifica la proteina; se utilizan
aminoacidos radiactivos para marcar la proteina acabada de sintetizar de
forma que pueda distinguirse de las muchas otras proteinas que se hallan
presentes en el sistema de traduccion in vitro.

Habitualmente se utilizan tres métodos para determinar si la proteina
marcada se ha translocado al organulo:
1. La proteina marcada

cofracciona con el organulo

en una centrifugacion

secuencia senal

2. La secuencia senal es eliminada
mediante una proteasa especifica
que se halla presente en el interior
del organulo

incubacion sin el organulo
= incubacidn con el organulo

prot'eina marcada 8

con radiactividad
e—
—
(8o &
‘ &
proteinas radiactivas en gel SDS

proteina
83 9 ¢ Proteasa ‘\‘
@ Q %
é ’
O
9 protema‘

transportada

al organulo
3. La proteina esta protegida de la
digestion cuando se anaden
proteasas al medio de incubacién,
pero es susceptible a ella si
primero se anaden detergentes
que rompen la membrana del
organulo

z/

sin de‘hergem

Utilizando estos ensayos in vitro puede determinarse qué componentes
(proteinas, ATP, GTP, etc.) son necesarios para procesos de transcripcion.

Aproximacion genética para el estudio del
mecanismo de translocacion de proteinas

célula de levadura salvaje

histidinol AT

000 histidina . .
o 00g enzima en el citosol:

la célula vive sin necesitar

histidina como nutriente

—

aparato de
translocacion

célula de levadura obtenida por ingenieria genética

histidinol
Oooooooo la enzima se ha dirigido
al ER: la célula muere al
colocarla en un medio sin
histidina

—

célula sometida a ingenieria génetica mutada

histidinol —

000 histidina :
o o, no toda la enzima se

halla en el ER: la célula vive

aunque se coloque en

ausencia de histidina

aparato de translocacion, mutante

Para estudiar la translocacion de proteinas habitualmente se utilizan células de
levadura con mutaciones en genes que codifican componentes de la
magquinaria de translocacion. Debido a que las células mutantes que no pueden
translocar proteinas a través de sus membranas moriran, el truco consiste en
disenar una estrategia que permita aislar las mutaciones que Unicamente
causan un defecto parcial en la translocacién de proteinas.

Una via consiste en utilizar la ingenieria genética para disenar células
especiales de levadura. Por ejemplo, la enzima histidinol deshidrogenasa
reside normalmente en el citosol, donde es necesaria para producir el
aminoacido esencial histidina a partir de su precursor histidinol. Se construye
una cepa de levadura en la que el gen de la histidinol reductasa esta
substituido por un gen construido de forma que codifique una proteina de
fusion con una secuencia sefal extra que dirige la proteina al interior del
reticulo endoplasmatico (ER). Cuando estas células se hacen crecer en ausencia
de histidina, mueren debido a que toda la histidinol deshidrogenasa esta
secuestrada en el ER, donde no es funcional. Sin embargo, las células con
mutaciones que inactivan parcialmente el mecanismo de translocacion de
proteinas desde el citosol al ER sobrevivirdn debido a que habra suficiente
cantidad de deshidrogenasa retenida en el citosol para producir la histidina
necesaria. A menudo se obtienen células en las que la proteina mutante
todavia actia parcialmente a temperatura normal pero que es completamente
inactiva a temperaturas elevadas. Una célula que transporte una de estas
mutaciones sensibles a la temperatura muere a temperaturas elevadas, tenga o
no histidina, ya que no puede transportar ninguna proteina al ER. Ello permite
identificar el gen normal que fue modificado por la mutacion, mediante la
transfeccion de la célula mutante con un vector plasmidico de levadura en el
que se han clonado fragmentos al azar de DNA gendmico: el fragmento
especifico de DNA que recupera la célula mutante cuando se hace crecer a una
temperatura elevada seré el que codifica la versién salvaje del gen mutante.
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También se requiere la informacién epigenética en forma de al menos una pro-
teina caracteristica en la membrana del orgdnulo, y esta informacién es transmi-
tida desde la célula padre a las de la progenie en forma del propio orgdnulo. Pro-
bablemente esta informacion es esencial para la propagacién de la organizaciéon
celular en compartimientos, al igual que la informacién en DNA es esencial para
la propagacién de las secuencias de nucleétidos y de aminodcidos.

Resumen

Las células eucariotas contienen membranas intracelulares que encierran casi la mi-
tad de su volumen total en compartimientos intracelulares individualizados llama-
dos orgdnulos. En todas las células eucariotas los principales tipos de orgdnulos ro-
deados de membrana son el reticulo endoplasmdtico, el complejo de Golgi, el niicleo,
las mitocondrias, los lisosomas, los endosomas y los peroxisomas; las células vegeta-
les contienen, ademds, plastos, como por ejemplo los cloroplastos. Cada orgdnulo
contiene proteinas caracteristicas que desarrollan sus funciones caracteristicas.

Cuando la protefna de un orgdnulo acaba de ser sintetizada, encuentra el ca-
mino espectfico que ha de seguir desde el ribosoma donde ha sido sintetizada hasta
el orgdnulo donde actuard, guiada por una seiial espectfica que se halla presente
en su secuencia de aminodcidos y que actiia como un péptido sefial o como una re-
gion sefial. Los péptidos y las regiones sefial son reconocidos por protetnas recepto-
ras complementarias presentes en los orgdnulos de destino. Las protefnas que actiian
en el citosol no presentan péptidos o regiones sefial y por lo tanto permanecen en el
citosol después de ser sintetizados.

El transporte de moléculas hacia dentro
y hacia fuera del nicleo®

La envoltura nuclear encierra el DNA y define el compartimiento nuclear. Est4
formada por dos membranas concéntricas que, tal como hemos visto, son conti-
nuas con el reticulo endoplasmatico. A pesar de que la membrana nuclear inter-
na y la externa son continuas, las dos membranas presentan distinta composi-
cién proteica. La membrana nuclear interna contiene proteinas especificas que
actian como lugares de unién de la ldmina nuclear que la soporta. Esta mem-
brana estd rodeada por la membrana nuclear externa, la cual se parece enor-
memente a la membrana del reticulo endoplasmitico, que forma un continuo
con ella (Figura 12-9). Como la membrana del ER rugoso, esta membrana exter-
na estd generalmente tapizada por ribosomas que se hallan trabajando en la sin-
tesis de proteinas. Las proteinas fabricadas en estos ribosomas son transporta-
das al espacio entre las membranas interna y externa (el espacio perinuclear), el
cual a su vez es continuo con la luz del ER (véase Figura 12-9).

Existe un tréfico bidireccional continuo entre el citosol y el niicleo. La gran
cantidad de proteinas que actian en el nicleo —incluyendo las histonas, las
DNA y RNA polimerasas, las proteinas reguladoras de genes y las proteinas de
procesamiento del RNA- son importadas de forma selectiva desde el citosol
hacia el compartimiento nuclear, donde son fabricadas. Al mismo tiempo, los
tRNA y mRNA son sintetizados en el compartimiento nuclear y luego son ex-
portados al citosol. Al igual que el proceso de importacion, el proceso de ex-
portacidn es selectivo; por ejemplo, los mRNA s6lo son exportados si han sido
modificados correctamente en el niicleo por reacciones de procesamiento de
RNA. En algunos casos el proceso de transporte es complejo: por ejemplo, las
proteinas ribosémicas son fabricadas en el citosol, importadas al niicleo -don-
de se ensamblan con RNA ribos6micos recién fabricados, formando particulas—
y luego son exportadas de nuevo al citosol como parte de la subunidad ribosé-
mica, cada uno de estos pasos implica transporte selectivo a través de la envol-
tura nuclear.

El transporte de moléculas hacia dentro y hacia fuera del niicleo
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