Trafico vesicular
mediante las rutas
secretoray endocitica

Todas las células han de comunicarse con su entorno. En una célula procariota
esta comunicacién tiene lugar a través de su membrana plasmatica: asi, por
ejemplo, las enzimas digestivas son secretadas hacia el exterior celular y los pe-
quefios metabolitos generados por la digestién son captados por proteinas de
transporte presentes en la membrana plasmatica. Por el contrario, las células euca-
riotas han adquirido un elaborado sistema membranoso interno que les permite
captar las macromoléculas por un proceso denominado endocitosis, y ponerlas
en contacto con enzimas digestivas que se almacenan intracelularmente en los li-
sosomas; como consecuencia de ello, a medida que se van produciendo, los me-
tabolitos de la digesti6én van saliendo de los lisosomas directamente hacia el cito-
sol. Ademds de proporcionar un sistema de regulacién de la digestién de las
macromoléculas mediante la via endocitica, el sistema membranoso interno per-
mite que las células eucariotas puedan regular la liberacién al exterior de las pro-
teinas y glicidos acabados de sintetizar. Todas las moléculas que viajan a lo largo
de esta via biosintética y secretora pasan por numerosos compartimientos, por lo
que la cé¢lula puede modificar esta molécula en varios pasos controlados, almace-
narla hasta que se necesite, y entonces descargarla en un dominio de la superficie
celular determinado mediante un proceso llamado exocitosis. En la Figura 13-1 se
muestran las rutas endocitica y la biosintética-secretora.
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Figura 13-2 Transporte vesicular. Las
vesiculas de transporte emergen por
gemacion de un compartimiento y se
fusionan con otro.
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Figura 13-1 Las rutas secretoray
endocftica. En este “mapa de
carreteras” sobre el trifico de las
proteinas biosintetizadas, que fue
introducido en el Capitulo 12,
aparecen coloreadas tanto la ruta
secretora como la endocitica.
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El lumen de cada uno de los compartimientos que participan en la ruta bio-
sintética-secretora y en la endocitica es topolégicamente equivalente al exterior
de la célula. Ademds, todos los compartimientos estdn en comunicacién perma-
nente entre si, por lo menos mediante las numerosas vesiculas de transporte que
continuamente emergen por gemacién de una membrana y se fusionan con otra
(Figura 13-2). El tréfico estd altamente organizado: la via biosintética-secretora va
hacia afuera desde el ER al complejo de Golgi y a la superficie celular, con una
ruta lateral que va a los lisosomas; por otro lado, la via endocitica va hacia aden-
tro, desde la membrana plasmadtica a los endosomas y lisosomas (Figura 13-3).

Para poder realizar su funcién, cada vesicula de transporte que emerge de
un compartimiento ha de tomar sélo las proteinas apropiadas y tinicamente ha
de fusionarse con la membrana diana apropiada. Asi, por ejemplo, una vesicula
que va del complejo de Golgi a la membrana plasmdtica no puede llevarse protei-
nas que deben residir en el complejo de Golgi, y s6lo ha de fusionarse con la
membrana plasmadtica y no con otros orgdnulos. Asimismo, a pesar de participar
en este flujo constante de componentes de membrana, cada orgdnulo ha de
mantener su propia identidad diferencial. En este capitulo consideraremos la
funcién del complejo de Golgi, de los lisosomas, de las vesiculas de secrecién y
de los endosomas, y veremos las vias por las cuales estos organulos estén inter-
conectados. En la parte final consideraremos los mecanismos moleculares de la
gemacion y fusién que se dan en todo transporte vesicular, y discutiremos el
problema fundamental de cémo, a pesar de este transporte, se mantienen las di-
ferencias en los compartimientos.

Transporte desde el ER al complejo de Golgi!

Como ya hemos visto en el Capitulo 12, las proteinas sintetizadas de novo entran
en la ruta biosintética-secretora cuando atraviesan la membrana del ER desde el
citosol. El transporte posterior, desde el ER al complejo de Golgi y desde éste a la
superficie celular o a cualquier otro sitio, tiene lugar a través de vesiculas. Estas
vesiculas transfieren las proteinas de una membrana a otra o de un lumen a
otro, mediante ciclos de gemacién y fusién (véase Figura 12-7). La via que va
desde el ER, pasando por el complejo de Golgi, hasta la superficie celular se lla-
ma a menudo via por defecto ya que parece que las proteinas no necesitan pre-
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Figura 13-3 Los compartimientos
intracelulares de una célula eucariota
implicados en la ruta biosintética-
secretoray en la via endocftica. Cada
compartimiento limita un espacio que
es topolégicamente equivalente al
exterior de la célula. Un lumen
cualquiera se comunica con otro
cualquiera mediante vesiculas de
transporte. En la ruta biosintética-
secretora (flechas rojas) las proteinas
son transportadas desde el ER ala
membrana plasmadtica o (via
endosomas tardios) a los lisosomas. En
la ruta endocitica (flechas verdes) las
moléculas son ingeridas mediante
vesiculas formadas a partir de la
membrana plasmatica, conducidas a
los endosomas tempranos y, via
endosomas tardios, a los lisosomas.
Muchas moléculas endocitadas son
recuperadas de los endosomas
tempranos y retornadas a la superficie
celular para ser reutilizadas; de forma
similar, algunas moléculas son
recuperadas de los endosomas tardios
y devueltas al complejo de Golgi, y
algunas son recuperadas del Golgi y
devueltas al ER. Todas estas rutas de
recuperacién se muestran con las
flechas azules.
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sentar determinadas sefiales para seguirla: cualquier proteina que entre en el ER
(v se pliegue y se forme correctamente) serd transportada automdticamente a
través del complejo de Golgi hacia la superficie celular, a menos que contenga
sefiales que o bien la detengan en alglin compartimiento de la ruta o bien la des-
vien, pasando por el complejo de Golgi, hacia los lisosomas o las vesiculas de se-
crecion.

En esta seccién vamos a centrarnos en el complejo de Golgi, que es un im-
portante punto de sintesis glucidica y un lugar de clasificacién y distribucién de
los productos del ER. Muchos de los polisacaridos celulares son sintetizados en
el complejo de Golgi, entre ellos la pectina y la hemicelulosa de la pared celular
de las plantas y la mayoria de los glucosaminoglucanos de la matriz extracelular
de las células animales (véase Capitulo 19). Pero el complejo de Golgi también
constituye una zona de paso de los productos del ER, de manera que una gran
parte de los ghicidos que fabrica el Golgi se unen como cadenas de oligosacdri-
dos a las proteinas y lipidos que el ER le envia. Algunos oligosacdridos actian
como sefiales que dirigen determinadas proteinas hacia vesiculas que las envia-
rdn a los lisosomas; otras proteinas y lipidos, una vez adquiridos los oligosacdri-
dos apropiados en el complejo de Golgi, son distribuidas mediante vesiculas de
transporte a otras partes de la célula.

El complejo de Golgi estd formado por una serie de
compartimientos ordenados®

El complejo de Golgi se localiza normalmente cerca del nicleo celular, y en una
célula animal a menudo esta cerca del centrosoma, o centro celular. Esta forma-
do por una serie de cisternas limitadas por una membrana y de forma aplanada
que se parecen a un montén de platos. Normalmente estos dictiosomas del Gol-
gi presentan entre cuatro y seis cisternas (Figura 13-4). El niimero de dictioso-
mas del Golgi por célula varia enormemente en funcién del tipo celular: algunas
células animales tienen un gran dictiosoma, mientras que ciertas células vegeta-
les presentan cientos de dictiosomas muy pequerios.

Multitud de pequenas vesiculas se hallan asociadas a los dictiosomas del
Golgi, agrupadas en la cara contigua al ER y a lo largo de los anillos dilatados de
cada cisterna (véase Figura 13-4). Se cree que estas vesiculas del Golgi son vesi-
culas de transporte de proteinas y de lipidos hacia y desde el Golgi y entre las
cisternas del Golgi. Durante su paso a través del complejo de Golgi, las molécu-
las transportadas sufren una serie de modificaciones covalentes ordenadas.
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Figura 13-4 El complejo de Golgi.

(A) Dibujo tridimensional del complejo
de Golgi, a partir de micrografias de
una célula secretora animal.

(B) Electronmicrografia de un
complejo de Golgi de una célula
vegetal (del alga verde
Chlamydomonas), visto en seccién
transversal. Se pueden observar dos
dictiosomas. Generalmente, en las
células vegetales el complejo de Golgi
es mds diferenciado y estd mads
claramente separado de los otros
sistemas membranosos intracelulares
que en las células animales. (A, a partir
de A. Rambourg e Y. Clermont, Eur. J.
Cell Biol. 51:189-200, 1990; B, por
cortesia de George Palade.)
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Figura 13-5 Célula caliciforme del intestino delgado. Esta célula estd
especializada en la secrecién de mucus, una mezcla de glucoproteinas y
de proteoglucanos sintetizados en el ER y en el complejo de Golgi. El
complejo de Golgi estd altamente polarizado, lo cual facilita la descarga
del mucus mediante exocitosis en la superficie apical de la célula. (De
R.V.Krsti¢, llustrated Encyclopedia of Human Histology. New York:
Springer-Verlag, 1984.)

Los dictiosomas del Golgi tienen dos caras distintas: una cara cis (o cara de
entrada) y una cara trans (o cara de salida). Ambas caras estdn conectadas a
unos compartimientos especiales, formados por una red de estructuras tubula-
res y cisternas, que somn, respectivamente, la red del cis Golgi (también llamada
compartimiento intermediario o de salvamento) y la red del trans Golgi. Las
proteinas y lipidos entran por la red del cis Golgi en vesiculas de transporte que
provienen del ER y salen por la red del trans Golgi en vesiculas de transporte con
destino a la superficie celular o a otro compartimiento. Se cree que ambas redes
son importantes en la clasificacién de las proteinas: las proteinas que entran en
la red cis pueden seguir a través del Golgi o bien volver al ER; las proteinas que
salen de la red trans estén clasificadas segtin su destino sea los lisosomas, las ve-
siculas de secrecién o la superficie celular.

El complejo de Golgi es prominente en las células que estdn especializadas
en la secrecion, tales como las células caliciformes del epitelio intestinal, las cua-
les secretan al intestino grandes cantidades de moco rico en polisacédridos. En
células de este tipo, se forman grandes vesiculas a partir de la cara trans del
complejo de Golgi, el cual se encara hacia el dominio de la membrana plasmati-
cd por el que tiene lugar la secreci6n (Figura 13-5).

Las protefnas residentes en el ER son selectivamente recuperadas
de la red del cis Golgi®

Las vesiculas destinadas al complejo de Golgi emergen desde regiones especiali-
zadas del ER llamadas elementos transicionales, cuya membrana no tiene ribo-
somas adheridos y se encuentra a menudo entre el ER rugoso y el complejo de
Golgi (Figura 13-6). Se cree que estas vesiculas no son selectivas. Transportan
cualquier proteina desde el ER al complejo de Golgi, aunque puede haber senales
que favorezcan este proceso. No obstante, existe un requerimiento esencial para
que una proteina salga del ER: ha de estar correctamente plegada y formada. Las
proteinas que no tienen la conformacién correcta o que estdn incompletas son
retenidas, o bien unidas a la proteina de unidn especial BiP (discutido en el Capi-
tulo 12) o bien formando agregados que no pueden ser empaquetados, y final-
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Figura 13-6 Electronmicrograffa de
los elementos transicionales y de la
red del cis Golgi. De los elementos
transicionales del ER emergen
vesiculas de transporte por gemacién;
estos elementos transicionales estdn
casi completamente libres de

transicionales ribosomas y se fusionan con la red del

cis Golgi, transfiriendo asi protefnas y
lipidos acabados de sintetizar desde el
ER hasta el complejo de Golgi. (Por
cortesia de Brij J. Gupta.)
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mente son degradadas en el propio ER. Asi pues, la salida desde el ER puede ser
considerada como un control de calidad: si la proteina no se pliega o no se forma
correctamente, es descartada. De hecho, el ER parece que es uno de los principa-
les lugares de la célula donde se degradan proteinas (los otros son los lisosomas,
como veremos mds adelante, y el citosol, como vimos en el Capitulo 5).

Las proteinas que estdn bien plegadas no necesitan ninguna sefial especifica
para que sean transportadas fuera del ER, pero aquellas que, como la proteina
BiP, se encuentran en el lumen del ER necesitan una sefial para quedarse en él.
Esta retencién de las proteinas solubles residentes en el ER estd mediada por una
sefial de clasificacion constituida por una corta secuencia, de cuatro aminoéci-
dos: KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) u otra similar (véase Tabla 12-3). Si, por ejemplo,
mediante ingenieria genética se elimina esta sefial de retencion en ER de la protei-
na BiP, se observa c6mo esta proteina es secretada al exterior de la célula; y si la
sefial se transfiere a una proteina que normalmente es secretada, ahora queda re-
tenida en el ER. Esta sefial de retencion no consiste en un anclaje de las proteinas
residentes en el lumen del ER sino en una recuperacién selectiva después de que
hayan sido transportadas en vesiculas y descargadas en la red del cis Golgi. En la
red del cis Golgi, un receptor de membrana especifico une a todas las proteinas
que presentan la sefial de retencion en ER y las empaqueta en vesiculas de trans-
porte especiales que las devuelve al ER. Asf pues, para estas proteinas residentes
el ER es como una prisién abierta: no hay nada que impida que salgan, pero si lo
hacen, son transportadas de nuevo al interior del ER (Figura 13-7).

Las protefnas del Golgi vuelven al ER cuando las células
se tratan con la droga brefeldina A*

El continuo retorno de las proteinas residentes en el ER desde la red del cis Golgi
implica que el transporte entre estos dos orgdnulos tiene lugar en ambas direc-
ciones. Como ya se menciona en el pie de la Figura 13-7, los receptores que reco-
nocen la sefial de retencién en ER se encuentran también en los compartimien-
tos mas trans del Golgi, de manera que quizd existe una ruta de retorno desde
ellos al ER. La importancia de esta ruta de retorno se ilustra muy bien usando la
droga brefeldina A, la cual bloquea la secrecién de proteinas ya que desorganiza
el complejo de Golgi. En células tratadas con brefeldina A, el complejo de Golgi
desaparece y sus proteinas se acaban encontrando en el ER, donde se mezclan
con las propias del ER. Cuando se elimina la droga, el complejo de Golgi se vuelve
a organizar y sus proteinas retornan a sus compartimientos (Figura 13-8).

Para explicar estas observaciones, se ha propuesto que la brefeldina A blo-
quea el transporte hacia delante —desde el ER al complejo de Golgi- sin afectar

Transporte desde el ER al complejo de Golgi

Figura 13-7 Mecanismo utilizado
pararetener las protefnas residentes
en el ER. Las proteinas residentes en el
ER que se escapan hacia la red del cis
Golgi son devueltas al ER mediante
transporte vesicular. Un receptor de
membrana en la red cis Golgi captura
las proteinas y las conduce, en
vesfculas de transporte, hacia el ER.
Las condiciones i6nicas presentes en
el ER separan las proteinas de su
receptor, de forma que el receptor
regresa a la red del cis Golgi para ser
reutilizado. Se han encontrado
también receptores que reconocen la
sefal de retencién en ER en las
cisternas cis, medial y trans del Golgi.
De esta manera, la recuperacién de
proteinas del ER empieza en la red del
cis Golgi, pero la ruta de retorno
también funciona en las cisternas mds
trans del Golgi. En el lumen del ER se
producen interacciones entre las
proteinas residentes en el ER, que
ayudan a su retencién. Estas
interacciones retardan la salida de las
proteinas del ER en relacién con las
proteinas que han de ser secretadas
(proteinas de secrecién). En
experimentos en los que se ha
eliminado la sefial de retencién de ER
de la proteina BiP, se observa c6mo la
BiP abandona el ER y es secretada por
las células; ahora bien, su salida del ER
tiene lugar mds lentamente que las
proteinas de secrecién bona fide, lo
cual indica que BiP es parcialmente
retenida en el ER mediante
interacciones débiles con otras
protefnas.
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al transporte de retorno —-desde el Golgi al ER (Figura 13-9). En este sentido, la
droga provocaria que las proteinas del complejo de Golgi se vaciasen al ER me-
diante la ruta de retorno y, cuando la droga desapareciese, la via hacia delante se
encargaria de devolver las proteinas del Golgi a sus compartimientos.

En el complejo de Golgi se procesan las cadenas de oligosacdrido®

Como se ha descrito en el Capitulo 12, en el ER se aflade un mismo tipo de N-
oligosacdrido a muchas proteinas diferentes, y este oligosacdrido se modifica
profundamente mientras las proteinas todavia estdn en el ER. En el complejo de
Golgi se producen modificaciones posteriores, dependiendo de la proteina. El
resultado es que en las glucoproteinas de mamifero se encuentran dos grandes
tipos de N-oligosacdridos, los oligosacdridos complejos y los oligosacdridos ricos
en manosa. Algunas veces ambos tipos de oligosacaridos estdn unidos (en luga-
res diferentes) a la misma cadena polipeptidica. Los oligosacdridos ricos en ma-
nosa no presentan aziicares que hayan sido anadidos en el complejo de Golgi.
Sélo contienen dos N-acetilglucosaminas y muchos residuos de manosa, cuyo
nimero a menudo se acerca al niimero de residuos que se hallan presentes en el
precursor del oligosacdrido original unido a lipido, del ER. Por el contrario, los
oligosacdridos complejos pueden tener mas de las dos moléculas de N-acetil-
glucosamina originales y también pueden presentar un nimero variable de ga-
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Figura 13-8 Electronmicrograffas
que muestran el efecto del
tratamiento con brefeldina A sobre el
complejo de Golgi. Una tincién
histoquimica permite ver la
localizacién de una enzima del Golgi
(una manosidasa) antes (A) y dos horas
después (B) del tratamiento con
brefeldina A sobre fibroblastos en
cultivo. Nétese que después del
tratamiento, la enzima pasa de las
cisternas cis y medial del Golgi al ER y
ala membrana nuclear, que es
continua con el ER. (Por cortesia de
Jennifer Lippincott-Schwartz y Lydia
Yuan.)

Figura 13-9 Ruta de retorno
propuesta que va desde el complejo
de Golgi al ER. Mientras que la ruta
hacia delante precisa de vesiculas de
transporte y tiene lugar
independientemente de los
microtiibulos, se cree que la ruta de
retorno precisa de unos tiibulos
membranosos que emergen del
complejo de Golgi hacia el ER
siguiendo los microttibulos (los cuales
son fragmentados por drogas como el
nocodazol). Como ya hemos dicho
anteriormente, la brefeldina A evita la
union de‘las cubiertas que son
necesarias para la gemacion de las
vesiculas de transporte, de manera que
bloquea los pasos del transporte
vesicular hacia delante y mantiene
intacto el proceso de transporte hacia
atrds, dependiente de tiibulos de
membrana.
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lactosas y de residuos de dcido sidlico, y en algunos casos, de fucosa. El 4cido
sidlico tiene una importancia especial porque es el tinico residuo de azicar de
las glucoproteinas con una carga negativa neta (Figura 13-10).

Los oligosacdridos complejos se generan mediante una combinacién de
modificaciones posteriores del oligosacdrido original, afiadido en el ER, y por la
adicién de nuevos aziicares. El hecho de que un determinado oligosacdrido se
mantenga rico en manosa o sea procesado viene determinado fundamental-
mente por su configuracién sobre la proteina a la cual se halla unido: si el oligo-
sacdrido es estéricamente accesible a las enzimas procesadoras del Golgi, es pro-
bable que se convierta en una forma compleja; si es inaccesible a ellas, es
probable que se mantenga como una forma rica en manosa. El proceso que ge-
nera cadenas de oligosacdridos complejos sigue la via altamente ordenada que
se muestra en las Figuras 13-11y 13-12.

Las cisternas del Golgi estdn organizadas en forma de series
secuenciales de compartimientos de procesamiento®

Las proteinas exportadas desde el ER entran al primero de los compartimientos
del Golgi (el compartimiento cis), que se cree que es continuo con la red del cis
Golgi; luego se desplazan al siguiente compartimiento (el compartimiento me-
dial, formado por la cisterna central del dictiosoma), y finalmente se desplazan
al compartimiento frans, donde se completa la glucosilacién. Se cree que el lu-
men del compartimiento trans continia con la red del frans Golgi, donde las
proteinas se segregan en diferentes vesiculas de transporte y se liberan a sus
destinos finales -la membrana plasmadtica, los lisosomas, o las vesiculas de se-
crecion.

Estas rutas de procesamiento de oligosacaridos tienen lugar segin una se-
cuencia ordenada en el dictiosoma, en el que cada cisterna contiene sus propias
enzimas. Las proteinas se modifican a través de sucesivas etapas a medida que
van de cisterna en cisterna a través del dictiosoma, de forma que las cisternas
constituyen una unidad de procesamiento muiltiple. Esta compartimentacién
podria parecer innecesaria, ya que cada enzima sélo actia sobre su glucoprotei-
na después de que haya sido convenientemente procesada por la enzima ante-
rior. Sin embargo, parece claro que el procesamiento tiene lugar tanto en una
secuencia espacial como en una secuencia bioquimica: asi, las enzimas que ca-
talizan las primeras etapas se localizan en las cisternas mds cis del dictiosoma,
mientras que las que catalizan las tltimas etapas se encuentran en las cisternas
mds trans.

Transporte desde el ER al complejo de Golgi

Figura 13-10 Ejemplos de las dos
clases principales de oligosacdridos
unidos a asparagina
(N-oligosacdridos) encontrados en
glucoprotefnas maduras. En (B) se
muestra un oligosacdrido complejo y
en (C) un oligosacdrido rico en
manosa. Todo oligosacdrido complejo
consta de una regidn central (en color
en A) que deriva del N-oligosacdrido
original anadido en el ER y que consta
de forma caracteristica de dos
N-acetilglucosaminas (GIcNAc) y tres
manosas (Man). Ademds, existe una
region terminal que contiene un
nimero variable de unidades de
trisacdridos (N-acetilglucosamina-
galactosa-dcido sidlico) unidas al
niicleo de manosas. Frecuentemente
la regién terminal estd truncada y
contiene s6lo GlcNAc y galactosa (Gal)
o s6lo GlcNAc. Normalmente se puede
anadir un residuo de fucosa al niicleo
de GlcNAc unido a la asparagina (Asn).
Asi pues, aunque las etapas de
procesamiento y posterior adicién de
azucares estdn ordenadas
estrictamente, los oligosacdridos
complejos pueden ser heterogéneos:
por ejemplo, mientras que el
oligosacdrido complejo que se muestra
en la figura tiene tres ramas
terminales, también es habitual
encontrar oligosacédridos con dos o
con cuatro ramas, en funcién de la
glucoproteina de que se trate y de la
célula en la que se fabrique. También
se encuentran oligosacaridos
“hibridos” con una rama de Man y otra
de GlcNAc-Gal. Los tres aminodcidos
que en esta figura se presentan en
color constituyen la secuencia
reconocida por la enzima oligosacaril
transferasa que afnade el oligosacdrido
inicial a la proteina. Abreviaturas: Ser =
serina; Thr = treonina; X = cualquier
aminodcido.
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Figura 13-11 Procesamiento de los oligosacdridos en el ER y en el complejo de Golgi. El proceso es altamente
ordenado, de forma que cada uno de los pasos depende de las reacciones anteriores de cada serie. El procesamiento
comienza en el ER con la eliminacion de los residuos de glucosa del oligosacérido inicialmente transferido a la proteina.
A continuacién, una manosidasa de la membrana del ER elimina un determinado residuo de manosa. En los dictiosomas
del Golgi, la manosidasa I elimina tres residuos mas de manosa y la N-acetilglucosamina transferasa I ailade un residuo
de GIcNACc, lo cual permite que la manosidasa Il elimine dos residuos mds de manosa. Asi, se obtiene el niicleo final de
tres residuos de manosa que se presenta en un oligosacarido complejo. En este estadio, el enlace que existe entre los dos
residuos de GlcNAc del niicleo del oligosacdrido se vuelve resistente al ataque de una endoglucosidasa altamente
especifica (Endo-H). Todas las estructuras posteriores son resistentes a Endo-H, por lo que se utiliza el tratamiento con
esta enzima para distinguir los complejos de oligosacdridos ricos en manosa. Por tiltimo, como se muestra en la Figura
13-10, se afiaden residuos de GIcNAc, de galactosa y de dcido sidlico. Algunos oligosacdridos pueden escaparse del
procesamiento del complejo de Golgi, mientras que otros seguirdn el proceso que se muestra, con algunas variantes. La
complejidad del proceso depende del tipo de proteina y de la localizacién en la proteina del residuo de asparagina al que
se halla unido el oligosacérido.

UDP-GlcNAc UDP-Gal CMP-NANA Figura 13-12 Etapas finalesenla
sfntesis de un oligosacdrido complejo. L
adicion progresiva de residuos de aziicar

CH,OH se produce en los compartimientos de las
o cisternas del complejo de Golgi. Tres
tipos de enzimas glucosil transferasa
ot (PHP) U] actian de forma secuencial, utilizando
NH como substrato aziicares que han sido
| activados mediante su unién a
C=0 : F
[ determinados nucleétidos (los que se
CH, indican en la figura). Las membranas de

las cisternas del Golgi contienen
proteinas transportadoras

glucoproteina

CITOSOL transmembrana especificas que permiter
[Camariiag o] FRRETR T | | S a cada aziicar-nucleétido entrar por
Lot o T R HENNNSE M| WEEESE  intercambio con su producto nucleétido
LUMEN :
DEL GOLGI 1 2 3 monofosf‘ato, que es liberado c-lespués de
que el aziicar se una a la proteina en la
\ \ > cara luminal (no se muestra). En la parte
. I" & superior de la figura se muestra la
d;ﬁ;ﬁ;:;'gfido ubpP seid upp 3 estrucufra de los compu'estos aZL'lell'-
\— 3;3;‘;?;52 —_— \ nucleétido UDP-N-acetilglucosamina,
UDP-galactosa y CMP-N-édcido
ump UMP CMP

acetilneuraminico.
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Figura 13-13 Contrastado histoqufmico que demuestra que el complejo de
Golgi estd bioquimicamente polarizado. La serie de electronmicrografias
muestra el complejo de Golgi sin contrastar (A), contrastado con osmio (B), el
cual es reducido preferentemente por las cisternas del compartimiento cis, y
contrastado revelando la localizacion de una enzima especifica (C y D). La
enzima nucleésido difosfatasa (véase Figura 13-12) se halla en las cisternas
del trans Golgi (C), mientras que la enzima fosfatasa dcida marca la red del
trans Golgi (D). (Por cortesia de Daniel S. Friend.)

Se cree que el transporte de proteinas entre las diferentes cisternas del Golgi
tiene lugar mediante vesiculas de transporte, las cuales surgen por gemacion de
una cisterna y se fusionan con la siguiente. Se supone que las vesiculas que se
desplazan entre las cisternas del Golgi no seleccionan la carga, como ya sucedia
con las que viajan desde el ER al complejo de Golgi. Asi, cualquier proteina solu-
ble o0 de membrana que no sea considerada residente puede entrar en las vesicu-
las de transporte y desplazarse a través de la ruta biosintética-secretora desde la
cisterna cis a la trans pasando por la medial. Casi todo lo que sabemos sobre el
mecanismo molecular del transporte vesicular fue descrito originalmente utili-
zando sistemas in vitro para medir el transporte proteico entre las cisternas del
Golgi (véase Panel 13-1, pags. 682-683). Los electronmicroscopistas han visto pe-
quenos tibulos membranosos que parecen interconectar algunos dictiosomas,
y es posible que a través de estas estructuras tenga lugar algtin tipo de transfe-
rencia de material desde una cisterna a la siguiente.

Las diferencias funcionales entre las subdivisiones cis, medial y trans del com-
plejo de Golgi fueron descubiertas mediante la localizacién, tanto por fracciona-
miento fisico del organulo como por electronmicroscopia marcando con anticuer-
pos las enzimas implicadas en el procesamiento de los N-oligosacdridos en
distintas regiones del orgdnulo. Por ejemplo, se encontré que la separacién de los
residuos de manosa y la adicién de N-acetilglucosamina tenia lugar en el compar-
timiento medial, mientras que la adicién de galactosa y de 4cido sidlico ocurria en
el compartimiento trans y en la red del trans Golgi (Figura 13-13). La comparti-
mentacién funcional del complejo de Golgi estd resumida en la Figura 13-14.

Los proteoglucanos son ensamblados en el complejo de Golgi’

No sélo son las cadenas de N-oligosacarido de las proteinas las que son alteradas a
medida que las proteinas pasan a través de las cisternas del Golgi, en su camino
desde el ER a sus destinos finales; muchas proteinas también son modificadas de
otras formas. Por ejemplo, algunas proteinas tienen aziicares afladidos a los grupos
OH de las cadenas laterales de determinadas serinas o treoninas. Como el creci-
miento de las cadenas de N-oligosacdridos, esta O-glucosilacién estd catalizada
por series de enzimas glucosiltransferasas que utilizan compuestos aziicar-nucled-
tido en el lumen del Golgi para anadir residuos de azicar, uno a uno, a una protei-
na. Habitualmente primero se afiade la N-acetilgalactosamina, y a continuacion un
nuimero variable (desde unos pocos a 10 o mas) de residuos de azicar.

De todas las protefnas glucosiladas, las que lo estdn mds son algunas protei-
nas nucleares de proteoglucanos, las cuales son modificadas en el complejo de
Golgi produciendo proteoglucanos. Tal como se explica en el Capitulo 19, esto
implica la polimerizacion de una o mds cadenas de glucosaminoglucano (largos
polimeros no ramificados compuestos por unidades repetidas de disacdridos)
via una unidn a xilosa en las serinas de las proteinas nucleares. Muchos proteo-
glucanos son secretados y pasan a ser componentes de la matriz extracelular,
mientras que otros permanecen anclados a la membrana plasmadtica. Otros
constituyen el componente principal de substancias como el moco que es secre-
tado formando una cubierta protectora sobre muchos epitelios.

Los aziicares incorporados a los glucosaminoglucanos son altamente sulfata-
dos inmediatamente después de que los polimeros se hayan formado en el com-
plejo de Golgi, lo cual ayuda a dar la elevada carga negativa que presentan los pro-

Transporte desde el ER al complejo de Golgi
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teoglucanos. Algunos residuos de tirosina también son sulfatados en este estadio.
En ambos casos la sulfatacién depende de un dador de sulfato (3’-fosfoadenosina-
5'-fosfosulfato, o PAPS, de 3'-phosphoadenosine-5’-phosphosulfate), que es trans-
portado desde el citosol al lumen del compartimiento trans del Golgi.

Los carbohidratos de las membranas celulares se encuentran
en la cara de la membrana que es topolégicamente equivalente
al exterior de la célula®

Dado que todos los oligosacdridos son incorporados en el lado luminal del ER y
del complejo de Golgi, la distribucién de carbohidratos en las proteinas de
membrana y en los lipidos es asimétrica. Tal como ocurre con la asimetria de la
bicapa lipidica, la orientacién asimétrica de estas moléculas glucosiladas se
mantiene durante su transporte a la membrana plasmdtica, a las vesiculas de
secrecion, o a los lisosomas. Por lo tanto, los oligosacaridos de todas las gluco-
proteinas y glucolipidos de las membranas intracelulares correspondientes se
encuentran encarados hacia el lado luminal, mientras que en la membrana
plasmadtica se encuentran encarados hacia el exterior de la célula (Figura 13-15).

;Cuadl es el propésito de la glucosilacién?®

Existe una diferencia importante entre la construccién de un oligosacdrido y la
sintesis de otras macromoléculas como el DNA, el RNA o las proteinas. Mientras
que los 4cidos nucleicos y las proteinas son copiados de un molde a través de una
serie repetida de pasos idénticos y utilizando la(s) misma(s) enzima(s), los car-
bohidratos complejos requieren una enzima diferente en cada paso, de forma
que cada producto de una reaccién es reconocido como el substrato exclusivo
por la siguiente enzima de la serie. Dado lo complicadas que son las vias que han
tenido que evolucionar para sintetizar estos oligosacdridos, parece probable que
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Figura 13-14 Compartimentacién
funcional del complejo de Golgi. La
localizacién de cada una de las etapas
de procesamiento que se muestran en
la figura ha sido determinada por
medio de la combinacién de técnicas,
entre las que se encuentran el
subfraccionamiento de las membranas
del complejo de Golgi y la
electronmicroscopia tras la tincién con
anticuerpos especificos contra algunas
de las enzimas especificas de
procesamiento. La localizacién de
muchas otras reacciones de
procesamiento todavia no ha sido
determinada. A pesar de que sélo se ha
podido demostrar la existencia de tres
compartimientos de cisternas, a veces
cada uno de ellos estd formado por un
grupo de dos o mds cisternas
secuenciales, y es posible que haya
subdivisiones atin por descubrir.
También podria ser que hubiese sélo
tres compartimientos funcionalmente
distintos y que las cisternas extra
representasen multiples copias de uno
de las tres unidades funcionales. No
obstante, no estd claro si cada enzima
estd restringida a una cisterna
concreta o si su distribucién varfaalo
largo del dictiosoma —~de manera que
las enzimas que actiian primero estdn
presentes mayoritariamente en las
cisternas cis del Golgi, mientras que las
que actian més tarde estdn sobretodo
en las cisternas trans del Golgi.
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formando parte de los glucolipidos y de las glucoproteinas desempefien funcio-
nes importantes, aunque todavia se desconocen la mayoria de estas funciones.

La N-glucosilacidn, por ejemplo, es predominante en todos los eucariotas,
incluyendo las levaduras, pero no se presenta en procariotas. En la mayoria de
las proteinas transportadas a través del ER y del complejo de Golgi —un proceso
que es exclusivo de las células eucariotas- se hallan presentes uno o mas N-oli-
gosacdridos, por lo que se crey6 que su funcién era la de colaborar en los proce-
sos de transporte. No obstante, por regla general las drogas que bloquean deter-
minados pasos de la glucosilacién no interfieren con el transporte (con la
importante excepcién del transporte a los lisosomas, que se explicard mas ade-
lante). Ademds, las células mutantes que tienen bloqueados varios pasos de glu-
cosilacién del Golgi son viables en cultivo y transportan protefnas normalmente.
En ausencia de glucosilacién la mayoria de la proteinas retienen sus actividades
normales, aunque algunas no se pliegan correctamente sin sus oligosacaridos
normales, y por lo tanto precipitan en el ER y no son transportadas.

(A) (B)

Transporte desde el ER al complejo de Golgi

Figura 13-15 Los aziicares de las
glucoprotefnas de membrana y de los
glucolipidos est4n orientados hacia
afuera del citosol. La orientacién que
tiene una proteina transmembrana en
la membrana del ER se mantiene
cuando esta proteina es transportada a
otras membranas. Los puntos
coloreados del final de cada molécula
de glucoproteina representan el
N-oligosacdrido afiadido a las
proteinas en el lumen del ER. Notese
que estos residuos de azicar estdn
confinados en el lumen de cada uno de
los orgdnulos internos de la célula, y
que después de que la vesicula de
transporte se haya fusionado con la
membrana plasmadtica aparecen
expuestos hacia el espacio
extracelular. Lo mismo sirve para los
residuos de azicar de los glucolipidos
y los O-oligosacéaridos producidos en
el complejo de Golgi.

Figura 13-16 Estructura
tridimensional de un pequefio
N-oligosacdrido. La estructura fue
determinada por anélisis
cristalogréfico de rayos X de una
glucoproteina. Este oligosacdrido tan
s6lo contiene 6 residuos de azricar,
mientras que el N-oligosacérido
transferido inicialmente a las proteinas
en el ER tiene 14 residuos de aziicar
(véase Figura 12-48). (A) Modelo del
esqueleto del compuesto, en el que se
muestran todos los 4tomos excepto los
de hidrégeno; (B) modelo espacial en
el que la asparagina se presenta en
negro. (Por cortesia de Richard
Feldmann.)

651



Dado que las cadenas de aziticar tienen una flexibilidad limitada, incluso los
N-oligosacaridos mds pequeios sobresalen de la superficie de las glucoprotei-
nas (Figura 13-16), de forma que pueden limitar la aproximacién de otras ma-
cromoléculas a la superficie de la glucoproteina. De esta manera, por ejemplo, la
presencia de oligosacdridos tiende a hacer que una glucoproteina sea relativa-
mente resistente a la digestién por proteasas. Podria ser que los oligosaciridos
provinieran originalmente de una célula eucariota ancestral que tuviera una cu-
bierta protectora, la cual, a diferencia de la rigida pared celular bacteriana, per-
mitiera a la célula una cierta libertad para cambiar de forma y para moverse.
Desde entonces los oligosacdridos pueden haber sido modificados en el sentido
de que también sean titiles para otros fines: por ejemplo, las selectinas —polisa-
cédridos unidos a las proteinas de la superficie celular- intervienen en la adhe-
sién entre dos células, como ya se vio en el Capitulo 10.

Resumen

El complejo de Golgi recibe las protetnas recién sintetizadas y los lipidos del ER, y
los distribuye a la membrana plasmdtica, a los lisosomas y a las vestculas de secre-
cion. Se trata de una estructura polarizada, formada por una o mds hileras de cis-
ternas en forma de disco, organizadas como series de por lo menos tres comparti-
mientos secuenciales distintos bioquimica y funcionalmente, llamados cis, medial
y trans. Las cisternas cis y trans estdn conectadas a estaciones de clasificacion, lla-
madas la red del cis y trans Golgi, respectivamente. Las protefnas bien plegadas son
transportadas indiscriminadamente desde el lumen y la membrana del ER a la red
del cis Golgi, pero las residentes del ER son devueltas. Las protefnas destinadas a
las vesfculas secretoras, a la membrana plasmdtica y a los lisosomas se desplazan a
través del dictiosoma en la direccién cis a trans, pasando desde una cisterna a la si-
guiente, en serie. Finalmente, las proteinas alcanzan la red del trans Golgi, desde
donde cada tipo de protefna parte a su destino final. Todas estas etapas de trans-
porte tienen lugar mediante vesiculas, las cuales surgen por gemacion de una mem-
brana y se fusionan con otra.

El complejo de Golgi, a diferencia del ER, contiene muchos compuestos aziicar-
nucledtido; una diversidad de enzimas glucosil transferasas utilizan estos substra-
tos para realizar reacciones de glucosilacion, tanto en moléculas de lipido como de
proteina, a medida que éstas van pasando a través del complejo de Golgi. Los N-oli-
gosacdridos, por ejemplo, que se aiiaden a las protefnas en el ER, son a menudo mo-
dificados por eliminacién de residuos de manosa y por adicién de aziicares adicio-
nales —como la N-acetilglucosamina, la galactosa y el dcido sidlico. Ademds, el Golgi
es el lugar donde se produce la O-glucosilacién y donde las cadenas de glucosamino-
glucanos se aiiaden a las proteinas centrales de proteoglucano formando proteoglu-
canos. En el iiltimo compartimiento del Golgi también tiene lugar la sulfatacion de
aziicares de proteoglucanos y de determinadas tirosinas de las protefnas.

Transporte desde la red del frans Golgi a los lisosomas

Al parecer, todas las proteinas que pasan a través del complejo de Golgi, excepto
las que son retenidas en él como residentes permanentes, son clasificadas en la
red del trans Golgi de acuerdo con su destino final. El mecanismo de clasifica-
cion estd especialmente bien estudiado para el caso de las proteinas destinadas
al lumen de los lisosomas. En esta seccion vamos a considerar este proceso de
transporte selectivo. Empezaremos con una breve descripcién de la estructura y
de la funcién de los lisosomas.

Los lisosomas son el lugar principal de digestion intracelular'®

Los lisosomas son vesiculas membranosas que contienen enzimas hidroliticas
utilizadas para la digestién intracelular controlada de macromoléculas. Contie-
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nen alrededor de 40 tipos de enzimas hidroliticas, entre las que se encuentran
proteasas, nucleasas, glucosidasas, lipasas, fosfolipasas, fosfatasas, y sulfatasas.
Todas ellas son hidrolasas dcidas, cuya actividad 6ptima se expresa a un pH cer-
cano a 5, que es el pH que se mantiene en el interior de los lisosomas. En este
sentido el citosol estd doblemente protegido contra el ataque de su propio siste-
ma digestivo. Normalmente, la membrana del lisosoma mantiene las enzimas
alejadas del citosol, pero en el caso incluso de que se produzca alguna fuga, la
dependencia 4cida de la actividad de estas enzimas protege el contenido del ci-
tosol (cuyo pH es de aproximadamente 7,2).

Como en el caso de otros orgdnulos intracelulares, el lisosoma no sélo con-
tiene una dotacién caracteristica de enzimas sino una membrana envolvente
también caracteristica. La membrana lisosomal contiene, por ejemplo, protei-
nas de transporte que permiten que se escapen los productos finales de la diges-
tion de macromoléculas, como los aminodcidos, azicares y nucledtidos, de tal
manera que estos productos puedan ser excretados o reutilizados por la célula.
También contiene una bomba de protones que utiliza la energia de hidrélisis del
ATP para bombear H* al interior del lisosoma, manteniendo asi el lumen a un
pH 4cido (Figura 13-17). La mayoria de las proteinas de la membrana lisosomal
estdn altamente glucosiladas, lo cual puede ayudar a protegerlas de las proteasas
lisosomales del lumen.

Como veremos mds adelante, los materiales endocitados son inicialmente
descargados a unos orgédnulos llamados endosomas antes de ser liberados a los
lisosomas. Los endosomas también tienen bombas de H* que mantienen su lu-
men a un pH bajo, aunque no tan bajo como el de los lisosomas (Figura 13-18).
Veremos c6mo estas diferencias de pH son a menudo usadas para unir o separar
las moléculas de sus receptores durante el transporte vesicular a lo largo de la
ruta endocitica.

Figura 13-18 El bajo pH de los lisosomas y endosomas. Las proteinas
marcadas con una sonda fluorescente sensible al pH (fluoresceina) y que son
endocitadas por las células, pueden ser utilizadas para medir el pH en
endosomas y lisosomas. Los diferentes colores son una muestra del pH que la
sonda fluorescente encuentra en estos orgdanulos. El pH en los lisosomas
(rojo) es alrededor de 5, mientras que el pH en los diversos tipos de
endosomas (azuly verde) va de 5,5 a 6,5. Este método fue usado
originalmente en la década de 1890 por Metchnikoff, quien alimentaba
células fagociticas mediante particulas de tornasol y observaba cémo variaba
su color del azul al rojo después de la ingestion. (Por cortesia de Fred
Maxfield y Kenneth Dunn.)

Transporte desde la red del trans Golgi a los lisosomas

Figura 13-17 Lisosomas. Las
hidrolasas dcidas son enzimas
hidroliticas que estdn activas en
condiciones dcidas. El lumen se
mantiene a un pH 4cido mediante la
accién de una bomba de H* situada en
la membrana, la cual utiliza la energfa
de hidrdélisis del ATP para bombear H*
al interior del lisosoma.
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Figura 13-19 Visualizacién histoqufmica de los lisosomas.
Electronmicrografia de dos secciones de una célula contrastadas para poner de
manifiesto la localizacién de la fosfatasa dcida, una enzima marcadora de
lisosomas. Los grandes orgdnulos rodeados de membrana, que contienen
precipitados densos de fosfato de plomo son lisosomas. Su diversa morfologia
refleja variaciones de la cantidad y de la naturaleza del material que estdn
digiriendo. Los precipitados se producen cuando el tejido fijado con
glutaraldehido (para fijar las enzimas en su sitio) se incuba con un substrato de
la fosfatasa en presencia de iones plomo. En el panel superior se indican
mediante flechas rojas dos pequenas vesiculas que probablemente transportan
hidrolasas desde el complejo de Golgi. (Por cortesia de Daniel S. Friend.)

Los lisosomas son heterogéneos'!

Los lisosomas fueron inicialmente descubiertos mediante el fraccionamiento
bioquimico de extractos celulares, y més tarde fueron observados al microscopio
electrénico. Son extraordinariamente diversos en cuanto a forma y tamario, pero
por procesos histoquimicos pueden ser identificados como miembros de una fa-
milia tnica de orgdnulos, utilizando el precipitado producido por la accién de
una hidrolasa dcida sobre su substrato, para mostrar qué orgdnulos contienen la
enzima (Figura 13-19). Utilizando este criterio, los lisosomas se hallan en todas
las células eucariotas.

La heterogeneidad de la morfologia lisosomal contrasta con la uniformidad
relativa de la mayoria de los demds organulos celulares. La diversidad refleja la
amplia variedad de funciones digestivas mediadas por las hidrolasas 4cidas,
como la digestién de desechos intra y extracelulares, la digestién de microorga-
nismos fagocitados, e incluso la nutricién celular. Por esta razén, a veces se con-
sidera a los lisosomas como una coleccién heterogénea de orgdnulos distintos
cuya caracteristica comun es un elevado contenido de enzimas hidroliticas.
Como veremos a continuacion, es especialmente dificil aplicar una definicién
mds ajustada que ésta en las células vegetales.

Las vacuolas de las plantas y de los hongos son lisosomas
muy versdtiles'?

La mayoria de células vegetales y hongos (incluyendo las levaduras) tienen una o
varias vesiculas muy grandes y llenas de fluido, llamadas vacuolas, que ocupan
mads del 30% del volumen celular —cerca del 90% en algunos tipos celulares (Fi-
gura 13-20). Las vacuolas se parecen a los lisosomas de las células animales por-
que tienen numerosas enzimas hidroliticas, pero sus funciones son muy diver-
sas. Las vacuolas vegetales pueden actuar como almacén de nutrientes y de
productos de desecho, como compartimiento de degradacién, incrementando el
volumen celular de una forma econémica (Figura 13-21), y controlando la pre-
sién de turgencia (la presién osmética que empuja hacia afuera la pared celular
y que impide que la planta se marchite). En una misma célula se encuentran a
menudo diferentes vacuolas con diferentes funciones (por ejemplo, digestién y
almacenamiento).

La vacuola es importante como aparato homeostético, permitiendo a las cé-
lulas vegetales resistir grandes variaciones de su entorno. Por ejemplo, cuando el
pH del medio disminuye, el flujo de H* hacia el citosol es controlado, al menos
en parte, aumentando el transporte de H* a la vacuola, de manera que el pH del
citosol se mantiene constante. De forma parecida, muchas células vegetales
mantienen una presién de turgencia casi constante a pesar de grandes cambios
en la osmolaridad del fluido que les rodea. Esto lo consiguen cambiando la pre-
sién osmética del citosol y de la vacuola —en parte por la hidrélisis y resintesis
controlada en la vacuola de algunos polimeros como el polifosfato, y en parte
por la alteracién del transporte de aziicares, aminodcidos y otros metabolitos a
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través de las membranas plasmdtica y vacuolar. La presién de turgencia controla
estos flujos regulando las actividades de los diferentes transportadores de cada
bicapa lipidica.

Las substancias almacenadas en las vacuolas vegetales varian entre las dife-
rentes especies, desde la goma al opio y al aromatizante del ajo. A menudo, los
productos almacenados tienen una funcién metabélica. Por ejemplo, las protei-
nas pueden ser guardadas durante afios en las vacuolas de algunas células de
muchas semillas, como los guisantes y las judias. Cuando estas semillas germi-
nan, las proteinas son hidrolizadas y los aminodcidos que se movilizan propor-
cionan alimento al embrién. Los antocianos, pigmentos que se encuentran en
las vacuolas, dan color a los pétalos de muchas flores atrayendo los insectos po-
linizadores, mientras que las moléculas nocivas que se liberan de las vacuolas
cuando una planta es comida o dafada, proporcionan un sistema de defensa
contra los depredadores.
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Figura 13-20 Las vacuolas de una
célula vegetal. Esta
electronmicrografia de células de una
hoja joven de tabaco muestra cémo el
citoplasma est4 reducido, debido a la
enorme vacuola, a una delgada capa
que contiene numerosos cloroplastos
dispuestos contra la pared celular. La
membrana de la vacuola recibe el
nombre de tonoplasto. (Por cortesfa de
J. Burgess.)

Figura 13-21 El papel de la vacuola
en el control del tamaiio de las células
vegetales. Es posible conseguir un
aumento del volumen celular sin que
se produzca un aumento del volumen
del citosol. La relajacién local de la
pared permite una expansién celular
impulsada por la turgencia que
conlleva la captacién de agua en el
interior de una vacuola en expansién
(véase Figura 19-67). Finalmente el
citoplasma queda confinado a un
delgado estrato periférico,
comunicado con la regién perinuclear
mediante cordones citoplasmadticos
transvacuolares que contienen haces
de filamentos de actina (no se
muestran).
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Los materiales son transportados hasta los lisosomas
a través de varias rutas’

En general, los lisosomas son puntos de encuentro donde convergen diferentes
corrientes del tréfico intracelular. Las enzimas digestivas son descargadas a ellos
mediante una ruta que va por el ER y el complejo de Golgi, mientras que las subs-
tancias que deben ser digeridas llegan a ellos a través de por lo menos tres vias.

De estas tres vias, la mejor estudiada es la que siguen las macromoléculas
que son endocitadas. De forma breve (mas adelante discutiremos los detalles),
las moléculas endocitadas son inicialmente transferidas a unas vesiculas intra-
celulares pequenas e irregulares, llamadas endosomas tempranos. Desde ellos,
algunas de las moléculas endocitadas son seleccionadas y recicladas a la mem-
brana plasmaética, mientras que otras se dirigen a los endosomas tardios. Alli, los
materiales que van a ser digeridos se encuentran con las hidrolasas lisosomales
que provienen del complejo de Golgi, debido a la fusion de las vesiculas de
transporte de ambas rutas. El interior de los endosomas tardios es medianamen-
te dcido (pH ~6), y se cree que es el lugar donde empieza la digestién hidrolitica
de las moléculas endocitadas. A partir de los endosomas tardios se forman los li-
sosomas, a pesar de que no se sabe exactamente c6mo ocurre. Durante este pro-
ceso de conversion, algunas moléculas de la membrana de los endosomas son
eliminadas y se produce una disminucién del pH interno.

Todas las células disponen de una segunda ruta que aporta materiales a los
lisosomas para su degradacién, mediante la cual pueden ser destruidas partes
obsoletas de la propia célula —un proceso denominado autofagia. En una célula
hepitica, por ejemplo, una mitocondria tiene una vida media de 10 dias. En las
imdgenes de microscopia electrénica de células normales se pueden observar li-
sosomas conteniendo (y probablemente digiriendo) mitocondrias asi como
otros orgdnulos. Al parecer, el proceso de digestién supone que el organulo sea
envuelto por membranas derivadas del ER, generdndose un autofagosoma. Se
cree que el autofagosoma se fusiona con un lisosoma (o un endosoma tardio). El
proceso estd altamente regulado, de forma que durante la remodelacién celular
se pueden seleccionar diferentes componentes celulares y ser destinados a su
destruccién: por ejemplo, el ER liso que prolifera en una célula hepatica en res-
puesta a la droga pentobarbital (discutido en el Capitulo 12) es eliminado selec-
tivamente por medio de la autofagia cuando esta droga es retirada.

Como veremos mds adelante, la tercera ruta que proporciona materiales a los
lisosomas solo tiene lugar en células que estdn especializadas en la fagocitosis de
grandes particulas y de microorganismos. Estas células (macréfagos y neutréfilos
en vertebrados) pueden ingerir grandes objetos y formar un fagosoma. Se cree que
el fagosoma se transforma en lisosoma de la misma forma que hemos explicado
para el caso del autofagosoma. Estas tres rutas se resumen en la Figura 13-22.

Algunas proteinas citosélicas son transportadas directamente
a los lisosomas para ser degradadas'*

Podria existir una cuarta ruta de degradacion proteica que condujese hasta los li-
sosomas: algunas proteinas poseen ciertas sefiales en su superficie [llamadas se-
cuencias KFERQ, de lisina (K), fenilalanina (F), glutamato (E), arginina (R) y gluta-
mina (Q)] que son responsables de su seleccién para ser descargadas en los
lisosomas y degradadas. Es posible que las secuencias KFERQ unan estas protei-
nas a determinados orgdnulos que vayan a ser autofagocitados, de manera que
de forma indirecta también serian destruidas. Alternativamente, puede existir un
transportador especifico en la membrana del lisosoma que reconozca estas sefa-
les y transfiera directamente las proteinas a través de la membrana lisosomal.

Se conocen antecedentes de mecanismos no convencionales que desplazan
proteinas a través de las membranas. Algunas de las proteinas que son secretadas
al exterior de la célula, como el factor bdsico de crecimiento de los fibroblastos o la
interleuquina-1, llegan a la superficie celular sin haber pasado nunca por la ruta
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Figura 13-22 Tres rutas de
degradacion en los lisosomas. Cada
ruta conduce a la digestién intracelular
de materiales derivados de diferentes
origenes. Los compartimientos
resultantes de estas tres rutas pueden,
a veces, ser diferenciados
morfolégicamente —a ello se deben los
términos “autofagolisosoma”,
“fagolisosoma”, etc. No obstante, estos
lisosomas sélo pueden diferenciarse
por los diferentes materiales que estdn
digiriendo.
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clasica a través del ER y del complejo de Golgi. En la mayoria de los casos no se co-
noce qué membrana es atravesada por la proteina o cémo se cataliza su transporte
transmembrana. En el caso de un pequefio péptido de levaduras, el factor feromo-
na a, se sabe que el transporte tiene lugar directamente a través de la membrana
plasmadtica mediante una bomba proteica impulsada por ATP que pertenece a la
familia proteica de los transportadores ABC (discutido en el Capitulo 11). Asi, es
posible que bombas parecidas a ésta proporcionen sistemnas de transporte “priva-
dos”, cada uno de ellos especializado en la transferencia de un pequerio y especifi-
co grupo de proteinas a través de una membrana en particular.

Las enzimas lisosomales son clasificadas en la red del trans Golgi
por un receptor proteico unido a membrana que reconoce
la manosa 6-fosfato's

Ahora consideraremos con mds detalle el sistema que conduce la otra mitad del
tréfico hasta los lisosomas -las hidrolasas lisosomales especializadas y las protei-
nas de membrana. Ambos tipos de proteinas se sintetizan en el ER rugoso y son
transportadas a través del complejo de Golgi. Las vesiculas de transporte que
conducen estas proteinas hasta los endosomas tardios -los cuales forman mads
tarde los lisosomas— parten de la red del trans Golgi, incorporando las proteinas
lisosomales y excluyendo todas las demds proteinas, que serdn empaquetadas
en otras vesiculas de transporte y serdn descargadas en otros lugares.

;Cémo son reconocidas y seleccionadas las proteinas lisosomales con la
precisién necesaria? Para las hidrolasas lisosomales la respuesta es conocida. Es-
tas hidrolasas presentan un solo marcador en forma de grupos de manosa 6-fos-
fato (M6P), los cuales son afiadidos exclusivamente a los N-oligosacéridos de es-
tas enzimas lisosomales solubles, probablemente mientras estdn en el lumen de
la red del cis Golgi. Los grupos M6P son reconocidos por los receptores M6P,
que son proteinas transmembrana presentes en la red del trans Golgi. Estos re-
ceptores unen a las hidrolasas lisosomales y ayudan a concentrarlas en vesiculas
de transporte especificas que surgen por gemacién de la red del trans Golgi y
acaban fusiondndose con los endosomas tardios, descargando su contenido en
el lumen de estos orgdnulos. Como veremos mds adelante, los receptores M6P
son empaquetados en vesiculas de transporte especificas en la red del trans Gol-
gi mediante unas proteinas de recubrimiento especiales que se ensamblan en la
superficie citosélica de la membrana y permiten la gemacién de las vesiculas
desde la red del trans Golgi.
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El receptor de manosa 6-fosfato viaja como una lanzadera,
adelante y atrds, entre determinadas membranas'®

El receptor de la manosa 6-fosfato une su oligosacdrido especifico a pH 7 en la
red del trans Golgi y lo libera a pH 6, que es el pH del interior de los endosomas
tardios. Asi en cuanto llegan al interior de estos endosomas tardios, las enzimas
lisosomales se disocian de los receptores M6P y empiezan a digerir el material
endocitado transferido desde los endosomas tempranos. Una vez han liberado
las enzimas, los receptores son recuperados y devueltos a la membrana de la red
del trans Golgi, mediante vesiculas de transporte que surgen por gemacion de
los endosomas tardios (Figura 13-23). No se sabe si el transporte de vuelta al
complejo de Golgi requiere un péptido sefial especifico en la cola citoplasmatica
del receptor M6P o si tiene lugar por defecto. Este proceso de reciclaje de mem-
brana desde el endosoma tardio hacia el complejo de Golgi es similar al reciclaje
que ocurre entre otros subcompartimientos de las rutas secretora y endocitica
que veremos mds adelante.

El proceso de clasificacién de las hidrolasas lisosomales es el modelo mejor
conocido de los diversos fenémenos de clasificacion mediados por vesiculas de
transporte que tienen lugar en las células eucariotas. Aunque no es probable que
en todos los casos se utilice un marcador oligosacdrido, la estrategia general es
seguramente tipica de otros procesos de clasificacion mediados por vesiculas. La
carga es reconocida y recogida por los receptores de carga unidos a la membra-
na, durante el proceso de gemacién de vesiculas especificas recubiertas de cla-
trina. Estas vesiculas cargadas se fusionan con una membrana diana especifica,
la carga es liberada en el compartimiento diana y los receptores vacios vuelven a
su compartimiento original.

No toda la carga que estd destinada a acabar en los lisosomas llega a su des-
tino. Parece que algunas de las hidrolasas lisosomales consiguen escapar del
proceso de empaquetamiento en la red del trans Golgi y son transportadas, via
la ruta por defecto, a la superficie celular, desde donde son secretadas al fluido
extracelular. No obstante, algunos receptores M6P también van a la membrana
plasmdtica para recapturar a las hidrolasas lisosomales escapadas y devolverlas
mediante endocitosis mediada por receptor a los lisosomas via endosomas tem-
pranos y tardios.

Esta ruta basurero fue originalmente descubierta en células humanas que
eran genéticamente defectuosas en una hidrolasa lisosomal especifica. Un ejem-
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Figura 13-23 Transporte de las
hidrolasas lisosomales recién
sintetizadas a los lisosomas. Los
precursores de las hidrolasas son
etiquetados con grupos manosa
6-fosfato (M6P) en la red del cis Golgi,
y separados de todas las demas
proteinas en la red del trans Golgi. Esta
separacién ocurre porque las vesiculas
recubiertas con clatrina que emergen
por gemacién de la red del trans Golgi
presentan elevadas concentraciones
de receptores especificos de manosa
6-fosfato, los cuales unen las
hidrolasas lisosomales. Estas vesiculas
se fusionan con los endosomas tardios.
Al bajo pH de los endosomas tardios,
las hidrolasas se disocian de sus
receptores, los cuales se reciclan hacia
el complejo de Golgi para ser
reutilizados en siguientes rondas de
transporte. La posterior eliminacién
del fosfato de la manosa de las
hidrolasas disminuye la probabilidad
de que las hidrolasas vuelvan de nuevo
al complejo de Golgi, unidas al
receptor.



plo de ello es la enfermedad de Hurler, en la cual la enzima necesaria para la ro-
tura de los glucosaminoglucanos no es funcional. En estos individuos mutantes
se acumulan en los lisosomas grandes cantidades de compuestos no digeridos.
Por esta razon estas enfermedades se conocen con el nombre de enfermedades
de actimulo lisosomal. Cuando se cultivan las células de individuos mutantes, se
observan los mismos defectos intracelulares. No obstante, si se hace un coculti-
vo entre las células mutantes y células de un individuo normal, dejan de obser-
varse los defectos. Las células mutantes son rescatadas porque pueden captar
del medio de cultivo la hidrolasa lisosomal que no tienen. Mds adelante veremos
como el estudio de estas enfermedades han permitido conocer una parte impor-
tante del mecanismo de clasificacion de las hidrolasas lisosomales.

Una region seiial en la cadena polipeptidica proporciona la clave
para marcar una enzima lisosomal con la manosa 6-fosfato'’

El sistema de clasificacién que segrega las hidrolasas lisosomales y las dirige ha-
cia los endosomas tardios funciona porque en el complejo de Golgi se afnaden
grupos de manosa 6-fosfato tan sélo a las glucoproteinas adecuadas. Este mar-
caje especifico requiere un reconocimiento también especifico de las hidrolasas
por la enzima del Golgi responsable de afadir los grupos M6P. Dado que todas
las glucoproteinas abandonan el ER con las cadenas de N-oligosacdridos idénti-
cas, la sefial para anadir las unidades M6P a los oligosacdridos ha de residir en
alguna parte de la cadena polipeptidica de cada hidrolasa.

La adicién de grupos M6P a las hidrolasas lisosomales est4 catalizada por
dos enzimas que actiian de manera secuencial (Figura 13-24). La primera es una
fosfotransferasa con un lugar de reconocimiento que une especificamente la hi-
drolasa, y un lugar catalitico; la sefal reconocida por el lugar de reconocimiento
no es un péptido senal sino una region sefial dependiente de conformacién (véa-
se Figura 12-8). Cuando la hidrolasa estd unida, la fosfotransferasa afiade grupos
GlcNAc-P a una o dos de las manosas de cada cadena de oligosacdrido (Figura
13-25). Entonces una segunda enzima elimina el residuo GlcNAc, creando el
marcador de la manosa 6-fosfato (véase Figura 13-24).

La mayoria de las hidrolasas lisosomales tienen varios oligosacdridos, por lo
que adquieren muchos residuos de M6P, lo cual amplifica enormemente la se-
fial. Asf, mientras que una hidrolasa lisosomal se une al sitio de reconocimiento HO—CH,
de la fosfotransferasa con una constante de afinidad (K,) de aproximadamente
10% litros/mol, la hidrolasa multifosforilada se une al receptor M6P con una K, de
aproximadamente 10° litros/mol, lo cual supone un incremento en la afinidad
de 10 000 veces.

-D-manosa

GlcNAc m 3
GleNAc
fosfotransfe N
Los defectos en la GlcNAc-fosfotransferasa causan una b

enfermedad de actimulo lisosomal en humanos!®

. O-CH,
Las enfermedades de actimulo lisosomal estdn causadas por defectos genéticos GlaNAS-®- 2

que afectan a una o mds de las hidrolasas lisosomales, lo cual provoca una acu-
mulacién en los lisosomas de sus substratos no digeridos. Este actimulo tiene

HO ™

Figura 13-24 Sfntesis del marcador manosa 6-fosfato sobre una hidrolasa

lisosomal. La sintesis ocurre en dos pasos. En primer lugar, la GIcNAc GlcNAc
‘fosfotransferasa transfiere residuos de GlcNAc-P a la posicion 6 de diversos fosogiuensidae
residuos de manosa de los N-oligosacdridos de la hidrolasa lisosomal. En

segundo lugar, una fosfoglucosidasa elimina el residuo GIcNAc, generando el (> o—cH,
marcador manosa 6-fosfato. La primera enzima estd activada
especificamente por una zona sefial presente en las hidrolasas lisosomales
(véase Figura 13-25), mientras que la fosfoglucosidasa es una enzima no

especifica. Esta modificacién de determinados residuos de manosa en la red HO ?
del cis Golgi protege las manosas de ser eliminadas por las manosidasas que !
mads tarde encontrardn en el compartimiento medial del Golgi. manosa 6-fosfato
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consecuencias patoldgicas profundas. Habitualmente, se producen como con-
secuencia de una mutacién en un gen estructural que codifica una hidrolasa li-
sosomal; éste es el caso de la enfermedad de Hurler, mencionada anteriormente.
No obstante, la forma mds dramética de una enfermedad de actimulo lisosomal
es una alteracién muy poco frecuente denominada enfermedad de inclusién ce-
lular (enfermedad celular-I). En esta enfermedad la mayoria de las enzimas hi-
droliticas han desaparecido de los lisosomas de los fibroblastos y sus substratos
no digeridos se acumulan formando grandes “inclusiones” en las células de los
pacientes. La enfermedad celular-1 es debida a un solo defecto génico que, como
en el caso de la mayoria de las deficiencias genéticas, es recesivo —es decir, sélo
presentan la enfermedad los individuos que tienen defectuosas las dos copias
del gen.

En la enfermedad celular-I todas las hidrolasas que han desaparecido de los
lisosomas se hallan en la sangre; la anomalia se produce por un error en el proce-
so de clasificacion de estas hidrolasas en el complejo de Golgi, error que provoca

que las hidrolasas sean secretadas en lugar de ser transportadas a los lisosomas..

Este error de clasificacion es debido a una GlcNAc-fosfotransferasa defectuosa o
ausente. En este caso, las enzimas lisosomales no son fosforiladas en la red del cis
Golgi, por lo que no son captadas por los receptores M6P ni empaquetadas en las
vesiculas de transporte apropiadas en la red del trans Golgi. Por el contrario, las
hidrolasas son transportadas a la superficie celular y son secretadas por la ruta
por defecto. En realidad ésta fue la primera evidencia de la existencia de una ruta
por defecto; y comparando bioquimicamente las hidrolasas lisosomales con las
de los pacientes de la enfermedad celular-I se descubrid que la manosa 6-fosfato
era la senal de clasificacion lisosomal y se comprendié toda la ruta de clasifica-
cion de las hidrolasas lisosomales.

En la enfermedad celular-I los lisosomas de algunos tipos celulares, como
los hepatocitos, contienen una dotacion normal de enzimas lisosomales. Este
hecho implica que tiene que existir otra via para dirigir las hidrolasas a los liso-
somas, la cual se utiliza en algunos tipos celulares pero no en otros. Se descono-
ce la naturaleza de esta via independiente de M6P. De manera similar, las protei-
nas de la membrana lisosomal son clasificadas en todas las células desde la red
del frans Golgi hasta los endosomas tardios, a través de una via independiente
de M6P. No estd claro todavia por qué las células necesitan mds de una via de
clasificacién para construir un lisosoma, aunque quizd no sea sorprendente que
en proteinas solubles y unidas a membrana actiien mecanismos diferentes.

Resumen

Los lisosomas estdn especializados en la digestién intracelular. Contienen protei-
nas de membrana caracteristicas y una amplia variedad de enzimas hidroliticas
que trabajan mejor a pH 5, que es el pH interno de los lisosomas. El pH dcido de los
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Figura 13-25 Reconocimiento de una
hidrolasa lisosomal. La enzima
GlcNAc fosfotransferasa, que reconoce
las hidrolasas lisosomales en el
complejo de Golgi, tiene un lugar
catalitico y un lugar de reconocimiento
separados. El lugar catalitico une
N-oligosacdridos ricos en manosa y
UDP-GIcNAc. El lugar de
reconocimiento se une a una zona
sefal que tinicamente se encuentra
sobre la superficie de las hidrolasas
lisosomales.



lisosomas se mantiene por una bomba de ATP de su membrana, que impulsa proto-
nes. Las proteinas lisosomales recién sintetizadas son transferidas al lumen del ER,
son transportadas a través del complejo de Golgi, y luego conducidas por medio de
vestculas de transporte desde la red del trans Golgi a los endosomas tardfos.

Las hidrolasas lisosomales contienen N-oligosacdridos que son modificados
covalentemente de una forma caracteristica en la red del cis Golgi, de manera que
sus residuos de manosa son fosforilados. Estos grupos de manosa 6-fosfato (M6P)
son reconocidos por un receptor de la red del trans Golgi, el cual separa las hidrola-
sas del resto de las moléculas y ayuda a empaquetarlas en el interior de vesiculas de
transporte, las cuales descargan su contenido en los endosomas tardfos y después
en los lisosomas. Estas vesiculas de transporte actiian como un servicio de trans-
porte que desplaza el receptor M6P de un lugar a otro, entre la red del trans Golgi y
los endosomas tard{os. El bajo pH de los endosomas tardios disocia las hidrolasas
lisosomales de su receptor, haciendo que el transporte de las hidrolasas sea unidi-
reccional.

Transporte desde la membrana plasmadtica via
endosomas: endocitosis'?

Las rutas que llevan hacia los lisosomas desde la superficie celular empiezan con
la endocitosis, mediante la cual las células captan macromoléculas, sustancias
particuladas y, en casos especiales, otras células.

La substancia que va a ser ingerida es rodeada progresivamente por una pe-
quena porcién de la membrana plasmadtica, que primero se invagina y luego se es-
trangula formando una vesicula intracelular que contiene el material ingerido. En
funcion del tipo de vesiculas que se forman, se pueden distinguir dos tipos de en-
docitosis: la pinocitosis (“bebida de la célula”), que implica la ingestién de fluidos y
de solutos via pequefias vesiculas (<150 nm de didmetro); y la fagocitosis (“comida
de la célula”) que comporta la ingestién de grandes particulas tales como microor-
ganismos o restos celulares, mediante grandes vesiculas llamadas fagosomas, gene-
ralmente de didmetro superior a 250 nm. Aunque la mayorfa de las células eucario-
tas ingieren continuamente fluidos y solutos por pinocitosis, las grandes particulas
son ingeridas principalmente por células fagociticas especializadas.

Células fagociticas especializadas pueden ingerir grandes particulas®

La fagocitosis es una forma especial de endocitosis en la que se ingieren grandes
particulas, tales como microorganismos y restos de células, via grandes vesiculas
de endocitosis llamadas fagosomas. En los protozoos, la fagocitosis constituye
un sistema de alimentacién: las grandes particulas atrapadas en los fagosomas
acaban en los lisosomas, y los productos de los procesos digestivos posteriores
pasan al citoplasma donde son utilizados como alimento. La mayoria de las cé-
lulas de los organismos pluricelulares son incapaces de ingerir grandes particu-
las de forma eficaz. En el intestino, las grandes particulas de alimento son frac-
cionadas fuera de las células antes de ser captadas por ellas. En la mayoria de los
animales la fagocitosis es importante en otros procesos diferentes al de la nutri-
cién, y la llevan a cabo células especializadas que son fagocitos “profesionales”.
En los mamiferos existen dos tipos de glébulos blancos que actiian como fagoci-
tos: los macréfagos (que ademds de encontrarse en la sangre, se hallan amplia-
mente distribuidos en los tejidos) y los neutréfilos. Estos dos tipos de células
proceden de un precursor comtin (discutido en Capitulo 22), y nos defienden
contra las infecciones mediante la ingestién de los microorganismos invasores.
Los macré6fagos también desempenan un importante papel en la eliminacidn
tanto de células viejas y lesionadas como de restos celulares. En términos cuan-
titativos, esta ultima funcién es la mds importante: en cada uno de nosotros los
macréfagos fagocitan mds de 10! eritrocitos viejos cada dia.

Transporte desde la membrana plasmadtica via endosomas: endocitosis
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Mientras que las vesiculas endociticas implicadas en la pinocitosis son pe-
queiias y uniformes, el didmetro de los fagosomas estd determinado por el tipo
de particulas que ingieren, y pueden llegar a ser tan grandes como la propia cé-
lula fagocitica (Figura 13-26). Los fagosomas se fusionan con los lisosomas, y el
material ingerido es degradado; en los lisosomas permanecen substancias no
digeribles, formando cuerpos residuales. Algunos de los componentes de la
membrana plasmadtica internalizada son recuperados del fagosoma mediante
vesiculas de transporte y devueltos a la membrana plasmatica.

Para que una particula sea fagocitada, primero ha de unirse a la superficie
del fagocito. No obstante, no se ingieren todas las particulas que pueden unirse.
Los fagocitos tienen toda una gama de receptores de superficie especializados
que se encuentran unidos funcionalmente a la maquinaria fagocitica de la célu-
la. A diferencia de la pinocitosis, que es un proceso constitutivo que ocurre con-
tinuamente, la fagocitosis es un proceso regulado en el que los receptores acti-
vados transmiten la sefial al interior de la célula, inicidndose la respuesta. Los
reguladores mejor caracterizados de este proceso son los anticuerpos, que nos
protegen contra los microorganismos infecciosos uniéndose a su superficie for-
mando una cubierta en la que las colas de los anticuerpos (llamadas regiones Fc)
se hallan expuestas al exterior. Esta cubierta de anticuerpos es reconocida en-
tonces por los receptores Fc de la superficie de los macréfagos y de los neutréfilos
(véase Figura 23-20). La unién de particulas recubiertas por anticuerpos a estos
receptores induce a la célula fagocitica a extender pseudépodos que engullen a
la particula, formando un fagosoma (Figura 13-27).

Se han caracterizado algunas otras clases de receptores que provocan fago-
citosis: por ejemplo, los que reconocen el complemento (una clase de moléculas
que circulan por la sangre y que colaboran con los anticuerpos marcando las cé-
lulas indeseables para ser destruidas, discutido en Capitulo 23), y los que reco-
nocen directamente oligosacdridos de la superficie de ciertos microorganismos.
No se sabe qué receptores de los macréfagos reconocen las células viejas o da-
nadas, aunque se sospecha que en algunos casos estdn implicadas las proteinas
de adhesién celular de la familia de las integrinas (discutido en Capitulo 22).

Las vesiculas de pinocitosis se forman en la membrana
plasmadtica a partir de depresiones revestidas?!

Pricticamente todas la células eucariotas ingieren continuamente zonas de su
membrana plasmadtica en forma de pequenas vesiculas pinociticas (endociticas)
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Figura 13-26 Fagocitosis por un
macréfago. Electronmicrografia de
barrido de un macréfago de ratén
fagocitando dos eritrocitos
modificados quimicamente. Las
flechas rojas indican los bordes de las
finas extensiones (pseudépodos) del
macréfago que se proyectan como
collares engullendo los eritrocitos. (Por
cortesia de Jean Paul Revel.)

Figura 13-27 Fagocitosis porun
neutrdfilo. Electronmicrografia de un
neutrdfilo fagocitando una bacteria
que se hallaba en proceso de division.
(Por cortesia de Dorothy F. Bainton.)
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que posteriormente retornan a la superficie de la célula. La velocidad a la que se
internaliza la membrana plasmatica en este proceso de pinocitosis varia de un
tipo celular a otro, pero normalmente es bastante elevada. Por ejemplo, un ma-
créfago ingiere cada hora una cantidad de fluido igual al 25% de su propio volu-
men. Esto significa que cada minuto ha de ingerir un 3% de su membrana plas-
madtica, o un 100% en media hora. Los fibroblastos presentan una velocidad
menor, mientras que algunas amebas ingieren la membrana plasmdtica todavia
mds rapidamente. Dado que el drea de la superficie y el volumen celular no varian
durante este proceso, estd claro que toda la membrana que desaparece por en-
docitosis se ha de ir afadiendo por exocitosis (el proceso contrario, discutido
mads adelante). En este sentido, endocitosis y exocitosis son procesos ligados que
se puede considerar que constituyen un ciclo endocftico-exocftico.
Normalmente, la parte endocitica de este ciclo empieza en regiones espe-
cializadas de la membrana plasmadtica llamadas depresiones revestidas de cla-
trina (clathrin-coated pits), que ocupan aproximadamente un 2% del drea total
de la membrana plasmatica. En electronmicrografias de las membranas plasma-
ticas estudiadas mediante las técnicas de congelacién rdpida por sublimacién
(rapid freeze, deep-etch) estas depresiones aparecen como invaginaciones de la
membrana plasmatica revestidas en su superficie interna (citosélica) con estruc-
turas densas. Estos revestimientos estdn formados por clatrina, la cual, junto
con otras proteinas, forma una estructura caracteristica que discutiremos mas
adelante. La vida media de las depresiones revestidas de clatrina es corta: un mi-
nuto después de haber sido formadas, se invaginan hacia en interior de la célula
y se separan de la membrana formando las vesiculas revestidas de clatrina (Fi-
gura 13-28). En fibroblastos aislados se ha estimado que aproximadamente cada
minuto, 2500 vesiculas revestidas de clatrina abandonan la membrana plasméti-
ca. Estas vesiculas revestidas son més transitorias incluso que las depresiones
revestidas: segundos més tarde de ser formadas, se despojan de su revestimiento
siendo asi capaces de fusionarse con los endosomas tempranos. Dado que las

depresiones revestidas de clatrina estan llenas de fluido extracelular, cuando se -

invaginan formando vesiculas revestidas también se internalizan las substancias
disueltas en el fluido extracelular —un proceso denominado endocitosis de la
fase fluida.

Las depresiones revestidas de clatrina pueden actuar
como un mecanismo concentrador internalizando
macromoléculas extracelulares especificas??

En la mayoria de células animales, las depresiones y las vesiculas revestidas de
clatrina proporcionan una ruta eficiente para captar macromoléculas especifi-

Transporte desde la membrana plasmadtica via endosomas: endocitosis

Figura 13-28 Formacidn de vesfculas
revestidas de clatrina a partirde la
membrana plasmadtica.
Electronmicrografias que ilustran la
probable secuencia de
acontecimientos durante la formacién
de una vesicula revestida de clatrina a
partir de una depresidn revestida de
clatrina. Las depresiones y las
vesiculas revestidas que aparecen en
las fotografias son mucho mayores que
las que se presentan en las células de
tamafio normal. Intervienen en la
captacién de lipoprotefnas en un gran
oocito de gallina, formando la yema
del huevo. En la superficie extracelular
de la membrana plasmaética puede
verse una capa electrodensa que
corresponde a las lipoproteinas
asociadas a su receptores. (Por cortesia
de M.M. Perry y A.B. Gilbert, de J. Cell
Sci. 39:257-272, 1979, con permiso de
The Company of Biologists.)

663



cas del fluido extracelular, un proceso llamado endocitosis mediada por recep-
tor. Las macromoléculas se unen a receptores complementarios de la superficie
celular (protefnas transmembrana), se acumulan en depresiones revestidas, y
entran en la célula en forma de complejos receptor-macromolécula en vesiculas
recubiertas de clatrina. El proceso es muy similar al empaquetamiento de las hi-
drolasas lisosomales en el complejo de Golgi. Alli, como hemos visto, las molécu-
las que han de ser transportadas también se unen a receptores especificos de la
membrana (receptores M6P) y son capturadas en vesiculas de membrana que
abandonan el compartimiento y se desplazan por el citosol. Ademads, la gemacién
desde el complejo de Golgi de vesiculas cargadas con las enzimas lisosomales
también tienen lugar mediante un revestimiento de clatrina (véase Figura 13-23).
Como discutiremos mds adelante, se supone que, tanto para la membrana plas-
mética como para la del Golgi, la formacién del recubrimiento en la cara citoséli-
ca es la responsable de la invaginacién.

La endocitosis mediada por receptores proporciona un mecanismo de con-
centracion selectivo que incrementa la eficiencia de la internalizacién de deter-
minados ligandos méds de 1000 veces. De esta manera se pueden captar especifi-
camente y en grandes cantidades componentes incluso minoritarios del fluido
extracelular, sin internalizar el gran volumen correspondiente de fluido extrace-
lular. Un ejemplo bien conocido y fisiol6gicamente importante es el proceso
mediante el cual las células de los mamiferos captan el colesterol.

Las células importan colesterol por endocitosis
mediada por receptor®

Muchas células animales captan colesterol por endocitosis mediada por recep-
tor y asi adquieren la mayor parte del colesterol que necesitan para la sintesis de
las membranas. Si esta ingestion se bloquea, el colesterol se acumula en la san-
gre y puede contribuir a la formacién en las paredes de los vasos sanguineos de
placas ateroscleréticas (depdésitos de lipidos y de tejido fibroso que causan apo-
plejias e infartos de miocardio al impedir la circulacién sanguinea). De hecho,
fue a través del estudio de humanos con una alta predisposicién genética por la
aterosclerosis que se conocié por primera vez el mecanismo de endocitosis me-
diada por receptor.

La mayor parte del colesterol se transporta en la sangre unido a proteinas,
formando unas particulas conocidas como lipoprotefnas de baja densidad, o
LDL (de Low Density Lipoproteins; Figura 13-29). Cuando la célula necesita co-
lesterol para la sintesis de membranas, produce proteinas receptoras de LDL y
las inserta en su membrana plasmdtica. Una vez en la membrana, los receptores
de LDL difunden hasta asociarse con depresiones revestidas de clatrina que se
hallan en proceso de formacién (Figura 13-30A). Dado que las depresiones re-
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Figura 13-29 Lipoprotefna de baja
densidad (LDL). Cada particula
esférica tiene una masa de 3 x 10°
daltons. En la regién central contiene
alrededor de 1500 moléculas de ésteres
de colesterol esterificado con dcidos
grasos de cadena larga. Esta regién
central estd rodeada de una monocapa
lipidica de unas 800 moléculas de
fosfolipido y unas 500 de colesterol no
esterificado. Ademads presenta una
tinica molécula de proteina, de unos
500 000 daltons, que organiza la
particula y que es la responsable de la
unién especifica de las LDL a las
proteinas receptoras de la superficie
de las células.

Figura 13-30 Receptores normalesy
mutantes de LDL. (A) Proteinas
receptoras de LDL unidas a una
depresidn revestida de la membrana
plasmdtica de una célula normal. El
receptor humano de LDL es una
glucoprotefna transmembrana de paso
tinico compuesta de unos 840 residuos
de aminoécido, de los cuales
unicamente 50 se hallan en el lado
citoplasmético de la membrana.

(B) Célula mutante en la que las
proteinas receptoras de LDL son
anormales porque carecen del
dominio citoplasmdtico que les
permite unirse a las vesiculas
revestidas. Estas células unen LDL
pero no pueden captarlas. En la
mayoria de poblaciones humanas, uno
de cada 500 individuos tiene un gen
que codifica un receptor de LDL
alterado, y como consecuencia de ello,
tiene una elevada probabilidad de
morir prematuramente de un infarto
de miocardio debido a la
aterosclerosis.



vestidas se separan constantemente de la membrana formando vesiculas reves-
tidas, cualquier particula de LDL que se halle unida a los receptores en las de-
presiones revestidas es rdpidamente internalizada. Después de desprenderse de
su cubierta de clatrina, las vesiculas de endocitosis liberan su contenido en los
endosomas tempranaos, que se encuentran cerca de la periferia celular. Una vez
en el compartimiento endosomal, las LDL pasan a los endosomas tardios y de
ellos a los lisosomas, donde se hidrolizan los ésteres de colesterol dando lugar a
colesterol libre, que de esta forma queda a disposicién de la célula para la bio-
sintesis de membrana. Si se acumula demasiado colesterol libre en la célula, ésta
detiene tanto la sintesis de colesterol como la sintesis de proteinas receptoras de
LDL, con lo que la célula produce y absorbe menos colesterol.

Esta via regulada para la absorcién del colesterol estd perturbada en algunos
individuos que heredan unos genes defectuosos para la produccién de proteinas
receptoras de LDL y, por consiguiente, sus células no pueden captar LDL de la
sangre. Los niveles elevados de colesterol en sangre resultantes predisponen
a estos individuos a una aterosclerosis prematura, y la mayoria de ellos mueren a
una edad temprana de un infarto de miocardio como consecuencia de alteracio-
nes de las arterias coronarias. La anomalia se puede atribuir al receptor de LDL,
el cual puede estar ausente o ser defectuoso —bien en su lugar de unién extrace-
lular para las LDL o bien en el lugar de unién intracelular que fija el receptor al
revestimiento de las depresiones revestidas de clatrina (véase Figura 13-30B). En
este ultimo caso, el nimero de proteinas receptoras que unen las LDL es nor-
mal, pero no pueden localizarse en las regiones revestidas con clatrina de la
membrana plasmdtica. Aunque las LDL se unen a la superficie de estas células
mutantes, no se incorporan a la célula. Este hecho demuestra directamente la
importancia que tienen las depresiones revestidas de clatrina respecto a la en-
docitosis mediada por receptor del colesterol.

Se han descrito mds de 25 receptores diferentes que participan en la endoci-
tosis mediada por receptor de diferentes tipos de moléculas, y todos ellos apa-
rentemente utilizan la misma ruta de las depresiones revestidas de clatrina. Mu-
chos de estos receptores, como el receptor de las LDL, entran en las depresiones
revestidas independientemente de si se han unido o no a sus ligandos especifi-
cos; otros entran s6lo si se han unido a su ligando especifico, lo cual sugiere que
es necesario un cambio conformacional induido por el ligando para llegar a las
depresiones. No obstante, no todas las proteinas de la membrana plasmatica se
acumulan en depresiones revestidas de clatrina, lo cual indica que estas depre-
siones acttian como filtros moleculares recogiendo ciertas proteinas de la mem-
brana plasmadtica (receptores) y excluyendo a otras. Estudios de electronmicros-
copia de células cultivadas expuestas a diferentes ligandos (que se han marcado
para hacerlos mds visibles al microscopio electrénico) han demostrado que en
una misma depresion revestida se agrupan muchas clases de receptores. La
membrana plasmatica de una depresién revestida de clatrina puede acumular
probablemente unos 1000 receptores de varias clases. Aunque todos los comple-
jos receptor-ligando que utilizan esta ruta endocitica terminan aparentemente
en el mismo compartimiento endosomal, el destino posterior de las moléculas
endocitadas varfa, como veremos ahora.

El material endocitado termina frecuentemente en los lisosomas?

El compartimiento endosomal puede ser reconocido al microscopio electrénico
afiadiendo al medio extracelular una molécula ficilmente detectable, como la en-
zima peroxidasa, y permitiendo que las células la capten por endocitosis a dife-
rentes tiempos. La distribucién de la molécula después de ser captada revela que
el compartimiento endosomal es como una serie de tiibulos heterogéneos rodea-
dos de membrana y vesiculas que se distribuyen desde la periferia de la célula
hasta la regién perinuclear, donde a menudo se observan cerca, aunque fisica-
mente separados, del complejo de Golgi. Mediante estos experimentos de marca-

je pueden distinguirse rapidamente dos series de endosomas: al cabo de un mi-.
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nuto, las moléculas endocitadas aparecen en los endosomas tempranos, justo
por debajo de la membrana plasmadtica, y al cabo de 5-15 minutos en los endoso-
mas tardfos, al lado del complejo de Golgi y cerca del niicleo (Figura 13-31).

Como ya mencionamos, el interior del compartimiento endosomal es dcido
(pH ~6) debido a la presencia en la membrana del endosoma de bombas dirigi-
das por ATP que bombean H* desde el citosol hacia el lumen. En general, los en-
dosomas tardios son mds 4cidos que los tempranos. Este ambiente 4cido juega
un papel crucial en la funcién de estos organulos. Se cree que una ATPasa de H*
vacuolar similar o idéntica a ésta es la responsable de la acidificacién de todos
los orgdnulos endociticos y exociticos, incluyendo fagosomas, lisosomas, deter-
minados compartimientos del complejo de Golgi y muchas vesiculas secretoras
y de transporte.

Ya hemos visto como los materiales endocitados que llegan a los endosomas
tardios se mezclan con hidrolasas lisosomales recién sintetizadas y acaban en
los lisosomas. No obstante, muchas moléculas se salvan especificamente de su
destruccion y son recicladas desde los endosomas tempranos hacia la membra-
na plasmatica, mediante vesiculas de transporte. Como resultado de ello, sé6lo se
degradan las moléculas endocitadas que no son recuperadas de los endosomas.

Determinadas proteinas son recuperadas de los endosomas
tempranos y devueltas a la membrana plasmdtica®

El compartimiento endosomal primario actiia como la principal estacién de cla-
sificacién en la ruta endocitica, tal como lo hace la red del trans Golgi en la via
biosintética-secretora. En el ambiente acido del endosoma temprano, muchos
receptores internalizados cambian su conformacién y liberan su ligando, como
también ocurre en los receptores M6P con sus hidrolasas lisosomales en los atn
mas dcidos endosomas tardios. Normalmente, los ligandos endocitados que se
disocian de sus receptores en el endosoma temprano estdn predestinados a ser
destruidos en los lisosomas, conjuntamente con los otros contenidos del endo-
soma no unidos a membrana. No obstante, algunos otros ligandos endocitados
permanecen unidos a sus receptores y comparten su destino.

El destino de los receptores -y de algunos ligandos unidos a ellos- varia se-
gun el tipo de receptor de que se trate: (1) la mayoria de ellos retornan al mismo
dominio de la membrana plasmdtica de donde proceden; (2) algunos viajan has-
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Figura 13-31 Relacién entre los
endosomas tardfos y otros
compartimientos membranosos. (A)
Células cultivadas de rifién de hdmster
joven (BHK, de Baby Hamster Kidney)
fueron incubadas en una solucién
conteniendo la enzima peroxidasa,
durante 15 minutos, lo cual es
suficiente para que la peroxidasa sea
captada por endocitosis de fase fluida
y transportada hasta los endosomas
tardios, pero no suficiente para que
haya llegado a los lisosomas. Después
de que las células fuesen fijadas y
expuestas a un substrato de la
peroxidasa, el producto de la reaccién
se hizo denso a los electrones
mediante la fijacién con tetréxido de
osmio. (B) Reconstrucciones seriadas
de endosomas tardios (azul), ER
(amarillo), y complejo de Golgi (rojo) a
partir de electronmicrografias, una de
las cuales se muestra en (A). La
reconstruccion fue dibujada a partir de
18 secciones ultrafinas seriadas. En (A)
el niicleo se indica con una N y en (B)
se muestra en verde. (A, de M. Marsh,
G. Griffiths, G. Dean, I. Mellman y A.
Helenius, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83:2899-2903, 1986; B, por cortesia de
Mark Marsh.)



Figura 13-32 Posibles destinos de los receptores transmembrana que han
sido endocitados. Se muestran tres rutas que parten del compartimiento
endosomal en una célula epitelial. Los receptores que no son recuperados
especificamente de los endosomas siguen la ruta desde el compartimiento
endosomal hasta los lisosomas, donde son degradados. Los receptores
recuperados pueden retornar tanto al mismo dominio de la membrana
plasmatica del que partieron (reciclaje) como a un dominio diferente de la
membrana plasmatica (transcitosis). Si el ligando que es endocitado con su
receptor sigue unido a él en el entorno dcido del endosoma, seguird la misma
ruta que el receptor; en caso contrario, serd descargado en los lisosomas.

ta los lisosomas, donde son degradados; y (3) otros retornan a un dominio dife-
rente de la membrana plasmatica, mediando asi un proceso llamado transcitosis
(Figura 13-32).

El receptor de LDL sigue la primera de estas rutas. Se disocia de su ligando
LDL en el endosoma y es reciclado hacia la membrana plasmatica para su reutili-
zacién, mientras que la LDL descargada es transportada a los lisosomas (Figura
13-33). Un reciclaje similar a éste, aunque mas complejo, tiene lugar después de la
endocitosis de la transferrina, una proteina que transporta hierro por la sangre.
El receptor de la transferrina de la superficie celular descarga la transferrina, con
el hierro unido, en los endosomas tempranos mediante un proceso de endocitosis
mediada por receptor. El bajo pH del endosoma hace que la transferrina libere el
hierro que transporta. La transferrina libre de hierro (llamada apotransferrina)
permanece unida a su receptor y es reciclada a la membrana plasmadtica como un
complejo receptor-apotransferrina. Cuando retorna al pH neutro del fluido extra-
celular, la apotransferrina se disocia del receptor, por lo que puede volver a unir
hierro y empezar de nuevo el ciclo. De esta forma, la transferrina actiia como una
lanzadera entre el fluido extracelular y el compartimiento endosomal, evitando
entrar en contacto con los lisosomas y repartiendo el hierro que las células necesi-
tan para crecer.

La segunda ruta que pueden seguir a partir de los endosomas los receptores
endocitados es 1a que sigue el receptor que une al factor de crecimiento epidérmi-
co (EGF, de Epidermal Growth Factor), una pequefia proteina que estimula la di-
visién de las células de la epidermis y de otros tipos celulares. A diferencia de los
receptores de LDL, estos receptores tinicamente se acumulan en depresiones re-
vestidas después de haber unido EGF. Ademds, muchos de ellos no se reciclan
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Figura 13-33 Endocitosis de LDL
mediada por receptor. Nétese que en
el ambiente dcido del endosoma, la
LDL se disocia de su receptor. Después
de una serie de pasos (véase Figura
13-34), la LDL acaba en los lisosomas,
donde se degrada y se libera en forma
libre el colesterol que contenia. El
receptor proteico de LDL vuelve a la
membrana plasmatica via transporte
de vesiculas que, tal como se muestra
en la figura, brotan de la regi6én tubular
del endosoma. Para simplificar el
dibujo, se muestra un solo receptor de
LDL que entra en la célula y que
retorna a la membrana plasmatica.
Esté ocupado o no, tipicamente cada
receptor de LDL realiza un ciclo
completo, hacia adentro y de nuevo
hacia la membrana de la célula, cada
10 minutos, dando un total de varios
cientos de vueltas en su vida media de
20 horas.
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Figura 13-34 Lavfa endocftica desde la membrana plasmdtica a los membrana plasmética

lisosomas. El transporte desde los endosomas tempranos a los endosomas
tardios tiene lugar mediante grandes vesiculas de transporte endosomal, las 4 ;

cuales contienen una gran cantidad de membrana invaginada y por ello O O Pl
reciben el nombre de cuerpos multivesiculares. No estd claro si deben ser % 4 /O
considerados como endosomas de mediana edad que se desplazan hacia el ) W
interior celular a medida que maduran, o bien como unos compartimientos temprano
de transporte distintos. Su movimiento tiene lugar mediante microtiibulos y l o
puede ser experimentalmente bloqueado con drogas que los despolimericen. micratitbulo
Finalmente, puede que los endosomas tardios se conviertan en lisosomas. TRANSPORTE
Entre los endosomas tempranos y la superficie celular existen unas vesiculas miﬂg%;gfos
de transporte que reciclan material, mientras que otro tipo de vesiculas 1
hacen lo mismo entre los endosomas tardios y la red del trans Golgi. — O~
endosoma &3
tardio S— (&) Nomad
sino que acaban en los lisosomas, donde son degradados con el EGF. Por consi- L i

guiente, la unién de EGF conlleva un descenso en la concentracién de los recep- trans
tores de EGF en la superficie celular —un proceso llamado regulacién por dismi- lisosoma @ Golg}
nucién (down regulation). Como resultado de ello, la concentracién del ligando

sefal en el medio extracelular regula el niimero de moléculas de receptor com-

plementario de la superficie de la célula diana (discutido en Capitulo 15).

La relacién entre endosomas tempranos y tardios es incierta?®

No estd claro c6mo se desplazan las moléculas endocitadas de un comparti-
miento endosomal a otro y acaban en los lisosomas. Una hipétesis seria que los
endosomas tempranos van desplazandose lentamente hacia el interior de la cé-
lula y pasan a ser endosomas tardios; éstos se convierten en lisosomas como re-
sultado de su fusién con las vesiculas que transportan hidrolasas desde la red del
trans Golgi, de su continuo reciclaje de la membrana y de su incremento de la
acidificacion. Otra hipétesis seria que los endosomas tempranos y tardios son
dos compartimientos separados y que el transporte entre ellos tiene lugar a tra-
vés de un compartimiento intermediario de transporte -mediante una red dina-
mica de tiibulos o mediante el desprendimiento de trozos del endosoma tem-
prano que son transportados al interior celular, donde se fusionan con los
endosomas tardios (Figura 13-34). Los endosomas tempranos y tardios se dife-
rencian, en realidad, en su composicién proteica: concretamente, estdn asocia-
dos con diferentes proteinas rab, las cuales son importantes para dirigir el trans-
porte vesicular, como veremos mds adelante (véase Tabla 13-1, pag. 689).

Las macromoléculas pueden ser transferidas a través de las
ldminas de células epiteliales mediante transcitosis?

Algunos receptores de la superficie de las células epiteliales polarizadas transfie-
ren macromoléculas especificas desde un espacio extracelular a otro, mediante
un proceso llamado transcitosis. Estos receptores siguen la tercera via descrita a
partir de los endosomas (véase Figura 13-32). Las ratas recién nacidas, por ejem-
plo, obtienen anticuerpos de la leche materna (que les ayudan a protegerse de
las infecciones) transportdndolos a través de su epitelio intestinal. El lumen del
intestino es algo 4cido, y a este bajo pH los anticuerpos de la leche se unen a re-
ceptores especificos de la superficie apical (absortiva) de la células epiteliales del
intestino y son internalizados via depresiones y vesiculas revestidas de clatrina,
y transferidos a los endosomas tempranos. Los complejos receptor-anticuerpo
permanecen intactos en los endosomas y son recuperados en vesiculas de trans-
porte que se fusionan con el dominio basolateral de la membrana plasmatica. Al
ser expuestos al pH neutro del fluido extracelular, los anticuerpos se disocian de
sus receptores y entran en el torrente circulatorio de los recién nacidos. En la
madre, la secrecién de estos anticuerpos a la leche también tiene lugar por
transcitosis, pero en direccién opuesta, desde la sangre hasta la leche. Otros ma-
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miferos, incluidos los humanos, también transportan anticuerpos a la leche de
esta manera, pero los anticuerpos permanecen en el intestino del recién nacido
y no entran, como pasa en las ratas, en el torrente circulatorio.

El hecho de que los diferentes receptores puedan seguir diferentes caminos
a partir de los endosomas implica que, ademds de un lugar de unién para el li-
gando y otro para la depresién revestida, muchos receptores también han de
presentar sefales de clasificacién que los guien desde el endosoma hasta la vesi-
cula de transporte apropiada, y por lo tanto a la membrana adecuada de la célu-
la. Se desconoce todavia la naturaleza de estas sefiales.

Las células epiteliales tienen dos compartimientos endosomales
tempranos distintos pero un solo compartimiento endosomal
tardio comun?®

En células epiteliales polarizadas, la endocitosis ocurre tanto en el dominio ba-
solateral de la membrana plasmdtica como en el apical. El material endocitado
en cada dominio entra primero en un compartimiento endosomal temprano
que es tinico en este dominio. Esto permite que los receptores endocitados sean
reciclados a su dominio original de membrana, a menos que contengan sefnales
que les obliguen a transitar al otro dominio. Las moléculas endocitadas desde
cada dominio que no son recuperadas en los endosomas tempranos son trans-
portadas a un compartimiento endosomal tardio comtin, situado cerca del cen-
tro de la célula, y acaban siendo degradadas en los lisosomas (Figura 13-35).

Resumen

Las células ingieren macromoléculas por endocitosis: determinadas regiones de la
membrana plasmdtica se invaginan y se desprenden formando vesiculas endoctti-
cas; muchas de las particulas y moléculas endocitadas acaban en los lisosomas,
donde son degradadas. La endocitosis tiene lugar tanto constitutivamente como en
respuesta a sefiales extracelulares.

La endocitosis es tan frecuente en muchas células que una importante fraccién
de la membrana plasmdtica es internalizada cada hora. Los componentes de la
membrana plasmdtica (protetfnas y lipidos) son continuamente devueltos a la su-
perficie celular mediante un gran ciclo endocitico-exocttico mediado principal-

Transporte desde la membrana plasmdtica via endosomas: endocitosis

moléculas endocitadas en ambos
dominios que no tienen senales para
su reciclaje o transcitosis se
encuentran en un compartimiento
endosomal tardio comiin antes de ser
digeridas en los lisosomas.
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mente por depresiones y vesiculas revestidas de clatrina. Muchos receptores de la
superficie celular que se unen a macromoléculas extracelulares especificas acaban
localizdndose en las depresiones revestidas de clatrina y, por lo tanto, son internali-
zados en vestculas recubiertas de clatrina —un proceso denominado endocitosis me-
diada por receptor. Las vestculas endociticas revestidas pierden rdpidamente su cu-
bierta de clatrina y se fusionan con los endosomas tempranos. La mayorta de
ligandos se separan de sus receptores en el ambiente dcido de los endosomas y aca-
ban en los lisosomas, mientras que la mayoria de receptores son reciclados a la su-
perficie celular mediante vesiculas de transporte, y son reutilizados. Pero los comple-
Jjos receptor-ligando pueden seguir otras rutas desde el compartimiento endosomal.
En algunos casos tanto el receptor como el ligando acaban degraddndose en los liso-
somas, dando lugar a la “regulacién por disminucién” del receptor. En otros casos,
ambos son transferidos a un dominio de la membrana plasmdtica diferente y, por lo
tanto, el ligando es liberado por exocitosis en una superficie de la célula diferente de
la de origen —un proceso llamado transcitosis.

Transporte desde la red del trans Golgi hasta la
superficie celular: exocitosis?®

Habiendo considerado el sistema digestivo interno de la célula y los diversos ti-
pos de trifico de membranas que convergen en los lisosomas, ahora volveremos
al complejo de Golgi y examinaremos las rutas secretoras que conducen al exte-
rior celular. Normalmente, las vesiculas de transporte destinadas a la membrana
plasmadtica abandonan el trans Golgi siguiendo un flujo constante. Las proteinas
de membrana y los lipidos de estas vesiculas aportan nuevos componente a la
membrana plasmadtica celular, mientras que las proteinas solubles de estas vesi-
culas son secretadas al espacio extracelular. La fusién de las vesiculas con la
membrana plasmadtica se llama exocitosis. De esta forma, por ejemplo, las célu-
las producen y secretan la mayoria de los proteoglucanos y glucoproteinas de la
matriz extracelular, como se discute en el Capitulo 19.

Todas las células necesitan esta ruta de secrecién constitutiva. No obstante,
las células especializadas en la secrecién disponen de una segunda ruta secreto-
ra en la que las proteinas solubles y otras substancias se almacenan primero en
vesiculas de secrecion y son segregadas mds tarde. Esta es la ruta de secrecién re-
gulada, que se encuentra principalmente en células especializadas en secretar
rdpidamente productos como las hormonas, neurotransmisores o enzimas di-
gestivas, cuando es necesario (Figura 13-36). En esta seccién consideraremos el
papel del complejo de Golgi en estas dos rutas de secrecién y compararemos los
mecanismos que intervienen en ambas.

Parece que muchas proteinas y lipidos son transportados
automdticamente desde el ER y el complejo de Golgi
a la superficie celular®®

En una célula capaz de realizar secrecién regulada, antes de abandonar la red
del trans Golgi se han de separar por lo menos tres tipos de proteinas: las desti-
nadas a los lisosomas (via endosomas tardios), las destinadas a las vesiculas de
secrecion y las destinadas a ser descargadas inmediatamente en la superficie ce-
lular. Ya hemos visto que las proteinas destinadas a los lisosomas son seleccio-
nadas para su empaquetamiento en vesiculas de transporte especificas (me-
diante la M6P en el caso de las hidrolasas lisosomales), y se cree que sefnales
andlogas a éstas dirigen las proteinas empaquetadas al interior de las vesiculas
de secrecién. La mayoria de las otras proteinas son transportadas directamente
a la superficie celular mediante una ruta por defecto no selectiva (las proteinas
que deben ser selectivamente dirigidas a un dominio de la superficie celular o a
otro son excepciones) (Figura 13-37). Asi, se ha propuesto que en una célula no
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polarizada, tal como las células de la serie blanca de la sangre o los fibroblastos,
si las proteinas del lumen del ER no son especificamente retenidas como resi-
dentes del ER o del complejo de Golgi o no son seleccionadas para las rutas que
llevan a la secrecion regulada o a los lisosomas, serdn automdaticamente trans-
portadas a través del complejo de Golgi hasta la superficie celular mediante la
via secretora constitutiva. Veremos que en células polarizadas, en las que se han
de transferir diferentes productos a diferentes dominios de la superficie celular,
las opciones son un poco mds complejas.

Las vesiculas de secrecion emergen por gemacién
desde la red del trans Golgi*!

Las células que estdn especializadas en secretar rdpidamente algunos de sus
productos en respuesta a una sefial concentran y almacenan estos productos en
vesfculas de secrecién (frecuentemente denominadas grdnulos de secrecién o
vesiculas de niicleo denso porque se observan niicleos densos cuando se miran al
microscopio electrénico). Las vesiculas de secrecién se forman por gemacién de
vesiculas recubiertas de clatrina, a partir de la red del trans Golgi, y liberan su
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Figura 13-36 Larutade secrecién
regulada y constitutiva. Las dos rutas
divergen en la red del trans Golgi. Muchas
proteinas solubles son segregadas
continuamente de la célula a través de la
ruta de secrecion constitutiva (también
llamada ruta por defecto), que actiia en
todas las células. Esta via también nutre a
la membrana plasmatica con proteinas y
lipidos acabados de sintetizar. Las células
especializadas en la secrecién también
disponen de una ruta de secrecion
regulada, mediante la cual determinadas
proteinas de la red del trans Golgi son
conducidas en vesiculas de secrecién,
donde las proteinas son empaquetadas y
concentradas hasta que una senal
extracelular estimula su secrecién. La
secrecion regulada de pequenas
moléculas, como la histamina, tiene lugar
de forma similar: estas moléculas son
activamente transportadas desde el citosol
a vesiculas de secrecién ya formadas. Allf, a
menudo, se complejan con determinadas
macromoléculas (proteoglucanos en el
caso de la histamina), de manera que
pueden ser almacenadas en grandes
cantidades sin producir una presién
osmética excesivamente elevada.

Figura 13-37 Los procesos de
clasificacién de protefnas en la red
del trans Golgi mejor conocidos. Las
proteinas marcadas con manosa
6-fosfato son dirigidas hacia los
lisosomas (via endosomas tardios)
mediante vesiculas de transporte
recubiertas de clatrina (véase Figura
13-23). Las proteinas cuyas sefiales les
dirigen hacia vesiculas de secrecién
son concentradas en grandes vesiculas
recubiertas de clatrina, que
rdpidamente pierden su recubrimiento
transformdndose en vesiculas de
secrecién —un proceso que
tnicamente tiene lugar en células
secretoras especializadas. Al parecer,
en células no polarizadas, las proteinas
que no presentan caracteristicas
especiales son transportadas hacia la
superficie celular por defecto a través
de la ruta de secrecién constitutiva. En
células polarizadas, sin embargo, las
proteinas de secrecién y las de
membrana plasmadtica son dirigidas
selectivamente hacia el dominio apical
o hacia el dominio basolateral de la
membrana plasmética, de forma que
al menos una de estas dos rutas ha de
estar mediada por una sefial, como
veremos mds adelante.
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contenido al exterior celular en respuesta a una sefial extracelular. El producto
secretado puede ser tanto una molécula pequefia (como la histamina) como una
protefna (como una hormona o una enzima digestiva).

Las protefnas destinadas a las vesiculas de secrecién (a menudo denomina-
das proteinas de secrecion) son empaquetadas en vesiculas adecuadas en la red
del trans Golgi. En este caso, parece que el mecanismo implica la agregacion se-
lectiva de las proteinas de secrecién. Estos agregados se pueden detectar al mi-
croscopio electrénico como material electrodenso en el lumen de la red del
trans Golgi. Se desconoce cudl es la “sefial de clasificacién” que dirige a las pro-
teinas de secrecién a estos agregados, pero se cree que es una zona sefial que
presentan muchas proteinas de esta clase. Si un gen que codifica una proteina
de secrecién se transfiere a una célula secretora de otro tipo, que normalmente
no fabrica esta proteina, la proteina extrafia se empaqueta de manera apropiada
en vesiculas de secrecién.

Tampoco se conoce como se segregan los agregados de las proteinas de se-
crecién en las vesiculas secretoras. Las vesiculas de secrecion contienen protei-
nas de membrana especiales, algunas de las cuales pueden actuar como recep-
tores uniendo el material agregado en la red del trans Golgi. No obstante, los
agregados son demasiado grandes para que cada molécula de la proteina secre-
tada pueda unirse a su propio receptor, como se propone para el transporte de
enzimas lisosomales. La captura de los agregados en las vesiculas de secrecién
puede parecerse mds a la captacién de particulas por fagocitosis en la superficie
celular, la cual también puede estar mediada por membranas revestidas de cla-
trina.

Después de que las vesiculas de secrecién inmaduras emerjan de la red del
trans Golgi, su cubierta de clatrina es eliminada y su contenido se condensa atn
mds -hasta unas 200 veces respecto a su concentracién en el lumen del Golgi
(Figura 13-38). La condensacion tiene lugar de repente y parece que es debida a
la acidificacién del lumen de la vesicula, inducida por una bomba de H* impul-
sada por ATP de la membrana de la vesicula. Debido a que las vesiculas maduras
son tan densas, la célula secretora libera grandes cantidades de material por
exocitosis en cuanto es necesario (Figura 13-39).

A menudo las proteinas son procesadas proteoliticamente
durante la formacién de las vesiculas de secrecién®

La condensacién no es el tinico proceso por el que se ven afectadas las proteinas
de secrecién a medida que las vesiculas de secrecion maduran. Muchas hormo-
nas polipeptidicas y neuropéptidos, asi como muchas enzimas hidroliticas secre-
tadas, se sintetizan como proteinas precursoras inactivas, a partir de las cuales
tienen que ser liberadas las moléculas activas por proteolisis. Se cree que esta hi-
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Figura 13-38 Formacién de vesfculas
de secrecidn. Esta electronmicrografia
muestra algunas vesiculas de secrecién
formdndose a partir de la red del trans
Golgi en una célula p del pancreas
secretora de insulina. Para localizar las
moléculas de clatrina se ha utilizado
un anticuerpo conjugado con esferas
de oro coloidal (puntos negros). Las
vesiculas de secrecién inmaduras
(cabezas de flecha negras), que
contienen la proteina precursora de la
insulina (proinsulina), se hallan
revestidas de clatrina. En cuanto la
vesicula se ha formado, este
recubrimiento de clatrina es
rdpidamente eliminado, ya que no se
encuentra en las vesiculas de secrecién
maduras, las cuales tienen un niicleo
muy denso (cabezas de flecha vacias).
(Por cortesia de Lelio Orci.)

Figura 13-39 Exocitosis de vesfculas
de secrecidn. La electronmicrografia
muestra la liberacién de insulina desde
una vesicula de secrecion de una
célula B pancredtica. (Por cortesia de
Lelio Orci, de L. Orci, J-D. Vassali, y A.
Perrelet, Sci. Am. 256: 85-94,1988.)
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drélisis empieza en la red del trans Golgi, y continia en las vesiculas de secrecién
y a veces en el fluido extracelular después de que haya ocurrido la secrecién. Mu-
chos polipéptidos secretados tienen, por ejemplo, una prosecuencia amino termi-
nal que es eliminada justo antes de la secrecién, formadndose la protefina madura.
Estas proteinas se sintetizan, pues, como preproproteinas, en las que la prese-
cuencia consiste en el péptido sefial del ER que se elimina en el ER rugoso. En
otros casos las moléculas peptidicas sefial se sintetizan como poliprotefnas que
contienen muiltiples copias de una misma secuencia aminoacidica. En casos atin
mds complejos una variedad de moléculas peptidicas senal son sintetizadas
como partes de una tnica poliproteina que es la precursora de los muiltiples pro-
ductos finales, los cuales son cortados individualmente a partir de la cadena poli-
peptidica inicial; la misma poliproteina puede ser procesada de formas diferentes
produciendo diferentes péptidos en diferentes tipos celulares (Figura 13-40).

;Por qué es tan comtin el procesamiento proteolitico en la ruta de secreci6n?
Algunos de los péptidos producidos asf, como las encefalinas (neuropéptidos de
cinco aminodcidos con una actividad parecida a la morfina), son demasiado cor-
tos en sus formas maduras para ser cotransportados hacia el lumen del ER o para
poder tener las seiiales necesarias para empaquetarse en las vesiculas secretoras.
En el caso de las enzimas hidroliticas secretadas, o de cualquier proteina cuya ac-
tividad pueda ser peligrosa en el interior de la célula, el retraso en la activacion
por rotura hasta que la proteina llega a una vesicula de secrecién o hasta que ha
sido secretada, proporciona una clara ventaja en la prevencion de que acttie pre-
maturamente dentro de la célula en la que ha sido sintetizada.

Las vesiculas de secrecién permanecen cerca de la membrana
plasmadtica hasta que una seiial les hace liberar su contenido?®

Una vez cargada, una vesicula secretora tiene que ir al lugar de secrecién, don-
de debe esperar hasta que la célula reciba la sefial de secrecién. En algunas cé-
lulas el lugar de secrecién esté lejos del complejo de Golgi. Las células nerviosas
proporcionan el ejemplo mds extremo. Las protefnas de secrecién, como los
neurotransmisores peptidicos que deben ser liberados al final del axén, son sin-
tetizadas y empaquetadas en vesfculas del cuerpo celular, donde se sitian los ri-
bosomas, el ER y el complejo de Golgi. Entonces deben viajar a lo largo del axén
hasta alcanzar el terminal axénico —una distancia muy corta o de mas de un me-
tro. Como se vio en el Capftulo 16, las vesiculas utilizan protefnas motoras uni-
das a su superficie para propulsarse a lo largo de los microtiibulos axonales, la
orientacién de los cuales guia este trédfico a lo largo del axén en la direccién
apropiada. En las células epiteliales polarizadas los microtiibulos pueden tener
un papel similar dirigiendo las vesiculas de secrecién hacia la superficie que co-
rresponda.

La ultima etapa de la ruta secretora regulada es la liberacién del producto
por exocitosis. La sefial de secrecién es a menudo un mensajero quimico, como
una hormona, que se une a los receptores de la superficie celular. La activacién
de estos receptores genera sefales intracelulares, que incluyen a menudo un in-
cremento transitorio de la concentracién de Ca* libre en el citosol. En el caso de
un axén nervioso, la sefial de exocitosis normalmente es una excitacién eléctrica
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Figura 13-40 Rutas alternativas de
procesamiento de la prohormona
pro-opiocortina. Los cortes iniciales
son realizados por proteasas unidas a
la membrana que cortan cerca de
pares de residuos aminoécidos
cargados positivamente (Lys-Arg, Lys-
Lys, Arg-Lys, o Arg-Arg). Mediante
reacciones accesorias se obtienen los
productos de secrecién finales.
Diferentes tipos celulares tienen
diferentes tipos de enzimas, de
manera que el mismo precursor
prohormonal puede ser usado para
producir diferentes hormonas
peptidicas. Por ejemplo, en el I6bulo
anterior de la hipéfisis a partir de la
pro-opiocortina sélo se producen

la corticitropina (ACTH) y la
B-lipotropina, mientras que en el
I6bulo intermedio se producen
principalmente ¢«-MSH, y-lipotropina,
B-MSH y B-endorfina.
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-un potencial de accién- que se ha producido por la unién de un transmisor
quimico a los receptores de la superficie celular. El potencial de accién provoca
una entrada de Ca® en el terminal axénico a través de canales de Ca** depen-
dientes de voltaje. Mediante un mecanismo desconocido, la repentina entrada
de Ca¥, o algtin otro tipo de sefial intracelular en la célula secretora, dispara la
exocitosis, provocando que las vesiculas de secrecion se fusionen con la mem-
brana plasmatica y liberen su contenido al espacio extracelular.

La exocitosis regulada es una respuesta localizada
de la membrana plasmadtica y del citoplasma subyacente3*

La histamina es una pequefia molécula segregada por las células cebadas, me-
diante la ruta regulada, como respuesta a ligandos especificos que se unen a los
receptores de su superficie. La histamina es la responsable de muchos sintomas
desagradables, tales como el prurito o los estornudos, que acompaiian a las re-
acciones alérgicas. Si se incuban células cebadas en un medio que contenga un
estimulante soluble, se observa que la exocitosis se produce por toda la superfi-
cie celular (Figura 13-41). Sin embargo, €sta no es una respuesta generalizada de
toda la célula, ya que si el ligando estimulador estd artificialmente fijado a una
superficie sélida de modo que sélo puede interaccionar con una region localiza-
da de la superficie de la célula cebada, la exocitosis queda restringida a la region
en la que la célula entra en contacto con el ligando (Figura 13-42). Claramente,
distintos segmentos de la membrana plasmadtica pueden actuar con indepen-
dencia del resto de la membrana. Como resultado de ello, la célula cebada, a di-
ferencia de una célula nerviosa, no responde como un todo cuando estd estimu-
lada; la activacion de los receptores, las senales intracelulares resultantes y la
exocitosis posterior estdn localizadas en la regién particular de la célula que ha
sido excitada.

Los componentes de la membrana de las vesiculas de secrecién
se reciclan?®

Cuando una vesicula secretora se fusiona con la membrana plasmadtica, su con-
tenido se descarga desde la célula por exocitosis y su membrana pasa a formar

Figura 13-42 La exocitosis como una respuesta localizada.
Electronmicrografia de una célula cebada que ha sido estimulada para segregar
histamina por un estimulante acoplado a una amplia esfera sélida. La exocitosis
se ha producido tinicamente en la regién de la célula que se halla en contacto
con esta superficie. (De D. Lawson, C. Fewtrell y M. Raff. J. Cell. Biol. 79:394-400,
1978, con permiso de copyright de The Rockefeller University Press.)
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Figura 13-41 Electronmicrograffas
que muestran el proceso de exocitosis
en células cebadas de rata. La célula
de (A) no ha sido estimulada. La célula
de (B) ha sido activada, por un ligando
extracelular soluble, para segregar la
histamina que tenia almacenada. Las
vesiculas que contienen histamina
aparecen oscuras, mientras que las
que la han liberado son claras. El
material que queda en las vesiculas
vacias consiste en una red de
proteoglucanos a la que normalmente
se halla unida la histamina
almacenada. Cuando la vesicula
secretora se ha fusionado con la
membrana plasmadtica, la membrana
de la vesicula secretora acttia
normalmente como diana a la cual se
unen otras vesiculas de secrecién. Asi,
la célula de (B) presenta grandes
cavidades delimitadas por las
membranas fusionadas de muchas
vesiculas secretoras vacias, que ahora
se hallan en continuidad con la
membrana plasmadtica. Esta
continuidad no siempre es patente en
el plano del corte realizado a través de
la célula. (De D. Lawson, C. Fewtrell,
B. Gomperts y M. Raff. J. Exp. Med.
142:391-402, 1975, con permiso de
copyright de The Rockefeller
University Press.)
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parte de la membrana plasmatica. Este hecho podria incrementar notablemente
el 4rea de la superficie de la membrana plasmadtica, pero sélo ocurre de forma
transitoria ya que constantemente son eliminados de la superficie celular com-
ponentes de membrana mediante endocitosis, y este proceso es por lo menos
tan rdpido como lo ha sido el de adicién de componentes por exocitosis. Esta
eliminacién devuelve las proteinas de la membrana de la vesicula secretora a la
red del trans Golgi (probablemente via endosomas), donde pueden ser utiliza-
das de nuevo. Este reciclaje mantiene un estado estacionario de distribucién de
componentes de membrana entre los diversos compartimientos celulares. La
cantidad de membrana vesicular que se afiade temporalmente a la membrana
plasmadtica puede ser enorme: cuando una célula acinar del pdncreas es estimu-
lada para secretar sus enzimas digestivas, en la membrana plasmatica apical
(cuya drea es de s6lo 30 pum?) se insertan aproximadamente 900 pm? de mem-
brana vesicular.

Las vesiculas sindpticas se forman a partir de los endosomas®*

Las células nerviosas (y algunas células endocrinas) tienen dos tipos de vesiculas
secretoras. Como acabamos de ver, estas células empaquetan proteinas y pépti-
dos en vesiculas de secrecién de contenido denso por la ruta tipica, y son libera-
das mediante la ruta de secrecién regulada. No obstante, estas células utilizan
ademas otra clase especializada de pequenas vesiculas de secrecién (~50 nm de
didmetro) que se forman de manera diferente. Estas vesfculas sindpticas alma-
cenan neurotransmisores pequeiios, como la acetilcolina, el glutamato y el 4ci-
do y-aminobutirico (GABA), que se usan en las sinapsis quimicas para que dos
células se comuniquen rdpidamente (y, en algunos tejidos endocrinos, en comu-
nicaciones locales). Cuando un potencial de accién llega al terminal nervioso,
las vesiculas liberan su contenido en una fracciéon de un milisegundo —algunas
neuronas disparan mas de 1000 veces por segundo- liberando vesiculas sindpti-
cas cada vez. Esto precisa un rdpido relleno de las vesiculas, que al parecer no se
generan a partir de la membrana del Golgi, sino mediante reciclaje local de la
membrana plasmdtica, como se indica a continuacién. Se supone que los com-
ponentes de la membrana de las vesiculas sindpticas son descargados inicial-
mente a la membrana plasmdtica mediante la ruta de secrecién constitutiva y
entonces son recuperados por endocitosis y transferidos a los endosomas, desde
los cuales se agrupan y surgen por gemacién para formar las vesiculas sinapti-
cas. Los componentes de la membrana de las vesiculas incluyen transportadores
especializados en la captacion de neurotransmisores del citosol, donde son sin-
tetizados. Una vez llenas con el neurotransmisor, las vesiculas vuelven a la
membrana plasmatica, donde esperan hasta que la célula es estimulada. Des-
pués de que liberen su contenido, los componentes de su membrana son recu-
perados de la misma manera y reutilizados otra vez (Figura 13-43). Se puede ob-
servar el ciclo completo, desde la endocitosis hasta la exocitosis, anadiendo un
marcador, como la peroxidasa, al medio externo y siguiendo su paso a los endo-
somas y su vuelta a la superficie celular en vesiculas sindpticas.

Las células polarizadas dirigen las proteinas desde la red del trans
Golgi hasta el dominio apropiado de la membrana plasmdtica®

La mayoria de las células de los tejidos estan polarizadas y tienen dos (y a veces
mads) dominios de membrana diferentes hacia los cuales van dirigidos diferen-
tes tipos de vesiculas secretoras. Aparece, pues, el problema general de c6mo se
organiza la salida del complejo de Golgi para que se mantengan las diferencias
entre un dominio membranoso y otro. Una célula epitelial tipica, por ejemplo,
tiene un dominio apical, que da al lumen y que a menudo tiene estructuras es-
pecializadas como los cilios o los microvilli, y un dominio basolateral, que com-
prende el resto de la célula. Los dos dominios estdn separados por un anillo de
uniones estrechas o estancas (véase Figura 23-35). Estas uniones especializadas
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entre células (discutidas en el Capitulo 19) impiden que las proteinas, y los lipi-
dos en la hemimembrana exterior, se desplacen entre las regiones apical y baso-
lateral, de manera que no sélo la composicién proteica sino también la lipidica
de los dos dominios de membrana son diferentes. Concretamente, la region de
la membrana apical estd muy enriquecida en glucolipidos, los cuales se piensa
que protegen a esta superficie del dafio que puedan producir, por ejemplo, las
enzimas digestivas y el bajo pH que se encuentra en lugares como el lumen del
intestino. Las proteinas de la membrana plasmdtica que estdn unidas a la bicapa
lipidica mediante un glucosilfosfatidilinositol (GPI) también se encuentran ex-
clusivamente en la membrana plasmdtica apical. Si a una proteina que normal-
mente es transferida a la superficie basolateral se le afiade, mediante manipula-
cién genética, una secuencia de unién a un GPI, se observa que la proteina es
descargada en la superficie apical. Las proteinas unidas a GPI parecen asociarse
con glucolipidos y pueden ser transportadas a la misma regién de la superficie
celular como resultado de esta asociacién. Sin embargo, se desconoce c6mo tie-
ne lugar esta seleccion.

En principio, las diferencias entre los dominios de la membrana plasmaética
no son las que determinan la descarga de los componentes de la membrana
apropiados. Lo que ocurriria seria que los componentes de la membrana po-
drian ser descargados en cualquier punto de la superficie celular y entonces ser
estabilizados selectivamente en algunas posiciones y eliminados selectivamente
en otras. Esta estrategia de descarga al azar y retencién o eliminacién selectiva
parece,que funciona en determinados casos; no obstante, hay ejemplos muy
claros donde la transferencia estd dirigida especificamente. Asi, a menudo, las
células epiteliales secretan una serie de productos en su superficie apical -como
las enzimas digestivas o el moco, en el caso de las células que se encuentran en
el intestino- y otra serie de productos en la superficie basolateral —~como la lami-
nina y otros componentes de la ldmina basal. Este tipo de células deben tener
mecanismos para dirigir las vesiculas que llevan cargas distintas, rodeadas de
distintos tipos de membranas, a diferentes dominios de la membrana plasmati-
ca. Examinando células polarizadas en cultivo, se ha visto c6mo las proteinas
que salen del ER destinadas a los diferentes dominios viajan juntas hasta que lle-
gan a la red del trans Golgi. Alli son separadas y enviadas mediante vesiculas de
secrecién o de transporte al dominio de la membrana plasmatica apropiado. En
algunos casos las proteinas basolaterales y las apicales tienen distintas sefiales
de clasificacién que las dirigen al dominio correspondiente —o directamente o
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Figura 13-43 Laformacién de
vesfculas sindpticas. Estas vesiculas
diminutas y uniformes se encuentran
sélo en células nerviosas y en algunas
células endocrinas, donde almacenan
y secretan pequeiios
neurotransmisores.
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indirectamente via endosomas (Figura 13-44); en otros casos sélo las proteinas
destinadas a uno de los dos dominios membranosos tienen una sefial de clasifi-
cacién, mientras que el otro dominio no requiere de ninguna sefal (y es alcan-
zado por una ruta por defecto).

Una célula nerviosa es un ejemplo limite de célula polarizada: la membrana
plasmdtica de su terminal axénico estd especializada en enviar sefiales a otras
células, y la membrana plasmdtica de su soma celular y dendritas estd especiali-
zada en recibir sefiales de otras células nerviosas. Estos dos tipos de dominios de
la membrana plasmatica no son sélo funcionalmente distintos sino que también
tienen una composicién proteica distinta. Estudios del trifico de proteinas en
células nerviosas en cultivo indican que, en lo que respecta a transporte vesicu-
lar desde la red del trans Golgi a la superficie celular, la membrana plasmatica
del soma celular nervioso y de las dendritas es equivalente a la membrana baso-
lateral de una célula epitelial polarizada, mientras que la membrana plasmitica
del ax6n y de los terminales nerviosos es equivalente a la membrana apical de la
misma célula (Figura 13-45). Asi, una proteina que esté destinada a un dominio
especifico en una célula epitelial, también lo est4, y en el dominio equivalente,
en una célula nerviosa.

Resumen

Las protefnas pueden ser secretadas de una célula por exocitosis a través de una
ruta regulada o constitutiva. En las rutas reguladas las moléculas son almacena-
das en vestculas de secrecion o en vestculas sindpticas, las cuales no se fusionan con
la membrana plasmdtica liberando su contenido, hasta que se recibe una serial ex-
tracelular. Este empaquetamiento dentro de estas vesiculas, que tiene lugar en la
red del trans Golgi, es precedido por una condensacién selectiva de las proteinas.
Las vestculas sindpticas son propias de las células nerviosas y de algunas células
endocrinas; se forman a partir de los endosomas y son responsables de la secrecién
regulada de pequeriios neurotransmisores. Mientras que las rutas reguladas sélo
actiian en células secretoras especializadas, en todas las células existe una ruta de
secrecién constitutiva: hay un transporte vesicular continuo desde la red del trans
Golgi a la membrana plasmdtica.

Transporte desde la red del frans Golgi hasta la superficie celular: exocitosis

Figura 13-44 Clasificacién de las
protefnas de la membrana plasmdtica
en una célula epitelial polarizada. Las
proteinas recién sintetizadas pueden
alcanzar su dominio de la membrana
plasmadtica apropiado mediante una
via directa (A) o indirecta (B). En la via
indirecta una proteina es recuperada
del dominio de la membrana
plasmatica inapropiado por
endocitosis y luego transportada al
dominio correcto via endosomas
tempranos —es decir, por transcitosis.

terminales
nerviosos

A

membrana
plasmatica

apical i
p| - axon

soma

membrana
plasmatica
basolateral
dendritas
células célula
epiteliales nerviosa

Figura 13-45 Comparacién entre dos
tipos de células polarizadas. Teniendo
s6lo en cuenta los mecanismos
utilizados para dirigir las proteinas
hacia los diferentes dominios de una
célula, la membrana plasmatica del
soma celular nervioso y las dendritas
parecen ser equivalentes al dominio
basolateral de una célula epitelial
polarizada, mientras que la membrana
plasmadtica de una axén y los
terminales nerviosos actuarian como
el dominio apical de una célula
epitelial.
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Las proteinas fabricadas en el ER son automdticamente transferidas a la red
del trans Golgi y después a la membrana plasmdtica a través de la ruta constituti-
va, por defecto, a menos que sean captadas en otras rutas o retenidas por seriales de
clasificacién espectficas. No obstante, en las células polarizadas las rutas de trans-
porte desde la red del trans Golgi a la membrana plasmdtica presentan un control
selectivo asegurando que diferentes tipos de protefnas de membrana y lipidos sean
transferidos a los dominios de la membrana plasmdtica apropiados.

Mecanismos moleculares del transporte vesicular y
mantenimiento de la diversidad de compartimientos®

Ahora vamos a tratar la cuestién mds importante del trafico vesicular. Hemos visto
que la célula contiene 10 o mds compartimientos, limitados por membrana, qui-
micamente distintos y que el transporte vesicular media un intercambio continuo
de componentes entre ellos (véase Figura 13-3). En presencia de este intercambio
masivo, ;jc6mo mantiene su cardcter especializado cada compartimiento?

Para contestar a esta pregunta primero hay que considerar qué es lo que de-
fine el caracter de un compartimiento. Por encima de todo, parece que es la na-
turaleza de la membrana que lo delimita: los marcadores expuestos en la super-
ficie citosdlica de la membrana guian la direccién de las vesiculas, asegurando
que s6lo se fusionen con el compartimiento adecuado, dictando por lo tanto el
patrén del trdfico entre un compartimiento y otro.

Una vez determinada la presencia de distintos marcadores para cada com-
partimiento, el problema radica en explicar cémo se mantienen componentes
especificos de membrana a una concentracion elevada en un compartimiento y
baja en otro. La respuesta depende, fundamentalmente, del mecanismo de for-
macién de las vesiculas de transporte y de fusién, por el cual zonas de la mem-
brana, enriquecidas o no de componentes especificos, son transferidas de un
compartimiento a otro.

Ya hemos visto c6mo la generacién de una vesicula de transporte conlleva el
ensamblaje de una cubierta especial en la cara citosélica de la membrana que
genera la vesicula. Estas cubierta actiian como un dispositivo que “chupa” la
membrana rica en ciertas proteinas y pobre en otras hacia afuera del comparti-
miento, de forma que las proteinas pueden ser transportadas de forma especifi-
ca a otro compartimiento. Consideraremos c6mo se forman estas cubiertas y de
qué estdn compuestas. También comentaremos cémo llegan las proteinas a la
membrana diana correcta y cémo se fusionan entonces descargando su conteni-
do en el 6rgano correspondiente. Veremos c6mo una combinacién de genética y
bioquimica ha descubierto una variedad de proteinas de unién a GTP que ayu-
dan a controlar el transporte vesicular. Acoplando la hidrélisis de GTP a otros
procesos cataliticos, ayudan a controlar la direcciéon del transporte vesicular
uniendo la liberacion y la fusién de vesiculas al gasto de energia libre, y garanti-
zan su fidelidad velando por la precisién con la que la vesicula de transporte re-
conoce su membrana diana especifica. Las estrategias genéticas y bioquimicas
bésicas que se han utilizado para estudiar la maquinaria molecular implicada en
el transporte vesicular estdn perfiladas en el Panel 13-1, paginas 682-683.

De todos modos, antes de comentar los detalles de la maquinaria, es 1itil tra-
tar el problema desde su base, estudiando los principios basicos generales que
se deben aplicar a cualquier proceso de transporte vesicular unidireccional.

El mantenimiento de las diferencias entre compartimientos
requiere un aporte de energia libre*®

Supongamos que tenemos dos compartimientos, delimitados por membrana,
conectados por vesiculas de transporte que circulan de uno a otro, y que la dife-
rencia entre ambos compartimientos radica sélo en la concentracion de un tini-
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co tipo P de proteina unida a membrana. Si el sistema se deja que tienda al equi-
librio, a través del tréfico de vesiculas de transporte entre los compartimientos
las concentraciones de P se equilibrarian y la diferencia entre compartimientos
desapareceria. La diferencia puede ser mantenida utilizando energia libre para
transferir activamente moléculas de P en una direccién, en contra de su gradien-
te de concentracién. La proteina P podria ser secuestrada en la membrana for-
madora de vesiculas de transporte del compartimiento en el cual estd a baja
concentracién, por ejemplo, y mantenerse fuera de las vesiculas en formacién
de los compartimientos en los que esta en concentracion elevada. Esto seria po-
sible gracias a un cambio de conformacién de la proteina conducido directa o
indirectamente por la hidrélisis de ATP o GTP en la membrana generadora de
vesiculas por gemacidn (Figura 13-46). Aunque este ejemplo es mucho més sim-
ple que cualquier sistema conocido usado por las células, ilustrar por qué tiene
que haber un aporte de energia libre que medie el transporte direccional selecti-
vo de vesiculas de transporte, entre compartimientos rodeados de membrana.

El transporte direccional selectivo es de una importancia central en la orga-
nizacion de la célula eucariota. Empezaremos nuestra discusién de los mecanis-
mos moleculares que le sirven de base considerando c6mo se forman las vesicu-
las de transporte.

Existe mds de un tipo de vesiculas revestidas®

La mayoria de vesiculas de transporte se forman a partir de regiones revestidas
especializadas de la membrana, por lo que generan vesfculas revestidas de una
red de proteinas distintas de las que recubren la superficie citosélica. Antes de
que la vesicula se fusione con la membrana receptora, este recubrimiento ha de
eliminarse para permitir que las dos membranas interaccionen directamente.
Existen dos tipos de vesiculas revestidas bien caracterizadas -las revestidas
de clatrina y las revestidas de coatémero (de coat, cubierta) (Figura 13-47). Las
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Figura 13-46 La energfa qufmica es
utilizada para conseguir que en el
transporte vesicular sea
unidireccional. En este ejemplo
hipotético, la proteina P es una bomba
de H* dependiente de ATP. La
concentracion de protones en el
compartimiento A es bajay altaen el
compartimiento B. Debido a la alta
concentracién de P en el
compartimiento B, el lumen de este
orgédnulo poseerd un pH mucho menor
que el compartimiento A. Si P sufre un
cambio de conformacién dependiente
de pH que le permita entrar en las
vesiculas que se forman a partir del
compartimiento A (pH elevado) pero
que a su vez le impide entrar en las
vesiculas que se producen a partir del
compartimiento B (pH bajo), el flujo
de P es unidireccional. Mientras se
mantenga la diferencia de pH entre
ambos compartimientos debido ala
utilizacion continua de energia libre
en forma de hidrdlisis de ATP para
mantener la bomba de H*, se
conservard el gradiente de
concentracién de P entre los dos
compartimientos. Como comentamos
en el Capitulo 12, la mayoria de las
membranas nunca se crean de novo
sino que crecen por expansién de
membrana ya existente. Por lo tanto,
aunque este modelo simple no explica
cémo se formé inicialmente el
gradiente de P entre los
compartimientos, proporciona un
ejemplo de c6mo la célula puede
utilizar energia para mantener el
cardcter de sus compartimientos.

Figura 13-47 Comparacién entre las
vesfculas revestidas de clatrina y las
revestidas de coatémero. (A)
Electronmicrografia de vesiculas
revestidas de clatrina.

(B) Electronmicrografia de cisternas
del Golgi de un sistema libre de células
en el cual aparecen por gemacion
vesiculas revestidas de coatémero en
el tubo de ensayo. Obsérvese cémo las
vesiculas revestidas de clatrina tienen
una estructura regular mas obvia.
(Cortesia de Lelio Orci, de L. Orci, B.
Glick y J. Rothman, Cell 46:171-184,
1986 © Cell Press.)
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vesiculas revestidas de clatrina, como hemos visto anteriormente, median el
transporte selectivo de los receptores transmembrana, como el receptor M6P
desde la red del trans Golgi, o el receptor de LDL desde la membrana plasmatica,
ambos con cualquier molécula soluble que se haya unido a ellos, quedando atra-
pada en el lumen de la vesicula. Las vesiculas revestidas de coatdmero, por el
contrario, median el transporte vesicular no selectivo desde el ER y las cisternas
del Golgi.

Puede haber un tercer tipo de vesicula revestida. La membrana plasmética
de la mayoria de células presenta invaginaciones morfolégica y bioquimicamen-
te diferenciadas, denominadas caveolas (Figura 13-48); aunque su funcién es in-
cierta, una posibilidad seria que estas caveolas generaran vesiculas revestidas de
caveolina. Si esto es asi, no estd claro qué transportarian estas vesiculas ni cudl
seria su destino, y por ahora no se pude decir nada mds de ellas.

Parece que las vesiculas revestidas median la transferencia direccional de ti-
pos especificos de membrana. Normalmente esta transferencia estd equilibrada
por un flujo de membrana en direccién opuesta, tanto en forma de vesiculas de
tipos no tan caracterizados, como por medio de sacos alargados o tibulos de
membrana que avanzan a lo largo de los microtiibulos (véase Figura 13-9).

El ensamblaje del revestimiento de clatrina conduce
a la formacion de la vesicula*

El principal componente proteico de las vesfculas recubiertas de clatrina es la
propia clatrina, un complejo proteico altamente conservado a lo largo de la evo-
lucién. Consiste en tres cadenas polipeptidicas grandes y tres pequefias que jun-
tas forman una estructura de tres patas denominada trisquelion. Los trisquelions
de clatrina se unen dando lugar a un esqueleto en forma de cesto convexo for-
mado por hexagonos y pentdgonos, generando depresiones revestidas en la cara
citoplasmatica de las membranas (Figura 13-49). Bajo condiciones adecuadas en
el tubo de ensayo, los trisquelions aislados se reasocian espontdneamente for-
mando agregados tipicamente poliédricos, incluso en ausencia de las vesiculas
de membrana que estos cestos normalmente incluyen (Figura 13-50).

Se cree que la formacién de una yema revestida de clatrina se produce por -

fuerzas generadas por el ensamblaje de las proteinas de la cubierta sobre la su-
perficie citosélica de la membrana (Figura 13-51). No se conoce qué inicia el
proceso de unién a una regién particular de la membrana ni cémo se libera la
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Figura 13-48 Caveolasenla
membrana plasmética de un
fibroblasto humano.

(A) Electronmicrografia de fibroblastos
en secci6n transversal mostrando las
caveolas como indentaciones
profundas de la membrana
plasmatica. (B) Electronmicrografia de
gravado por congelacién que muestra
numerosas caveolas en la cara
citoplasmdtica de la membrana
plasmatica. Su cubierta parece que
estd constituida por hebras
distribuidas concéntricamente, que
contienen la proteina caveolina.
Obsérvese que las caveolas difieren en
tamafio y estructura de las depresiones
revestidas de clatrina, una de las
cuales se observa en la parte superior
derecha de (B). (Cortesfa de R.G.W.
Anderson, de K.G. Rothberg et al., Cell
68:673-682, 1992. © Cell Press.)

0,2 pm

Figura 13-49 Depresiones
revestidas de clatrina y vesfculas. Esta
electronmicrografia por grabado por
congelacién muestra numerosas
depresiones revestidas de clatrina y
vesfculas en la superficie interior de la
membrana plasmatica de fibroblastos
en cultivo. Las células se congelan
rdpidamente en helio liquido, se
fracturan y se graban por congelacién
para exponer la superficie de la
membrana plasmatica. (De ].Heuser,
J. Cell Biol. 84:560-683, 1980, con
permiso de copyright de The
Rockefeller University Press.)



cadena pesada

(A) (B) (C)

Figura 13-50 Estructura de la cubierta de clatrina. (A) Electronmicrografia de
trisquelions de clatrina sombreados con platino. Aunque no puede observarse en
las micrografias, cada trisquelion estd compuesto por 3 cadenas pesadas y 3
cadenas ligeras de clatrina. (B) Dibujo esquemdtico de la distribucién probable de
los trisquelions en la superficie de las vesiculas revestidas de clatrina. Se muestran
dos trisquelions, las cadenas pesadas de uno se han dibujado en rgjo y las del otro
en gris; las cadenas ligeras de ambos se presentan en amarillo. La distribucién
superpuesta del los brazos flexibles del trisquelion proporciona fuerza mecdnica y
flexibilidad. Obsérvese que el final de cada brazo del trisquelion se dobla hacia
dentro, por lo que su dominio amino terminal forma una cubierta intermedia.

(C) Reconstruccién tridimensional de la cubierta de clatrina compuesta por 36
trisquelions organizados en una red de 12 pentédgonos y 6 hexdgonos. La cubierta
poligonal exterior, en rojo, representa las patas superpuestas de los trisquelions de
clatrina; la cubierta intermedia, en verde, estd formada por los dominios amino
terminales de los trisquelions; y la cubierta interior, en azul, representa las
proteinas adaptadoras que comentaremos mds adelante. Aunque la cubierta
mostrada es demasiado pequeiia para incluir una vesicula de membrana, los
revestimientos de clatrina de las vesiculas estdn construidos de forma similar a
ésta, a partir de 12 pentdgonos y un niimero superior de hexdgonos. (A, de E.
Ungewickell y D, Branton, Nature 289:420-422, 1981, © 1981 Macmillan Journals
Ltd.; B, de 1.S.Nathke et al., Cell 68:899-910, 1992. © Cell Press; C, de G.P.A. Vigers,
R.A. Crowther y B.M.F. Pearse, EMBO J. 5:2079-2085, 1986.)
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Figura 13-51 Ensamblajey
desensamblaje de la cubierta de
clatrina. Parece que el ensamblaje de
la cubierta de clatrina induce una
curvatura en la membrana que
conduce a la formacién de yemas
revestidas de tamafio uniforme. El
desprendimiento de la yema formando
una vesicula supone el proceso més
complejo de fusién de membrana, que
comentaremos mds adelante. Aunque
las cubiertas estdn constituidas por
muchos componentes proteicos, en
este esquema simplificado sélo se
muestra la clatrina, El revestimiento de
las vesiculas recubiertas de clatrina se
elimina inmediatamente después de la
formacién de la vesicula, mientras
que, como veremos més adelante, la
cubierta de coatémero se elimina
después de que las vesiculas entren en
contacto con su membrana diana.
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SISTEMAS LIBRES DE CELULAS PARA EL ESTUDIO DE LOS COMPONENTES
Y DEL MECANISMO DEL TRANSPORTE VESICULAR

El transporte vesicular puede ser reconstituido en sistemas libres de células. La primera vez que se consiguio fue para el caso
de los dictiosomas del complejo de Golgi. Cuando se aislan los dictiosomas y se incuban en presencia de citosol y de ATP
como fuente de energia, las vesiculas emergen por gemacion desde los bordes de los dictiosomas y parece que transporten
proteinas entre las cisternas. Siguiendo el procesamiento progresivo de los oligosacaridos de una glucoproteina y su
desplazamiento entre un compartimiento del Golgi y el siguiente, es posible seguir el proceso del transporte vesicular.

Para seguir el transporte, se incuban juntas dos poblaciones de dictiosomas de Golgi. La poblacion “dadora” se aisla a partir
de células mutantes que carecen de la enzima N-acetilglucosamina (GlcNAc) transferasa | y que han sido infectadas con un
virus; debido a la mutacién, la principal glucoproteina virica no puede ser modificada con GlcNAc en el complejo de Golgi de
la células. El dictiosoma del Golgi “aceptor” esta aislado de la células salvajes no infectadas y que por lo tanto contienen una
copia correcta de GlcNAc transferasa |, pero carecen de la glucoproteina virica. En la mezcla de dictiosomas del Golgi la
proteina virica adquiere GlcNAg, lo cual indica que el Golgi dador se fusiona con el compartimiento medial del Golgi aceptor.
Este transporte dependiente de glucosilacion puede seguirse midiendo la transferencia de *H-GlcNAc desde UDP-3H-GlcNAc a
la glucoproteina virica. El transporte sélo se produce en presencia de ATP y de citosol. Fraccionando el citosol, se han
identificado proteinas especificas citosdlicas necesarias para la formacion y la fusion de las vesiculas de transporte.
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Sistemas libres de células similares a éste se han utilizado para estudiar el transporte desde la red medial hasta la red del
trans Golgi, desde la red del trans Golgi hasta la membrana plasmatica, desde los endosomas hasta los lisosomas y desde la
red del trans Golgi hasta los endosomas tardios.

tiempo —=

APROXIMACIONES GENETICAS AL ESTUDIO DEL TRANSPORTE VESICULAR

Los estudios genéticos de células de levadura mutantes deficientes en la secreccion a temperatura elevada han permitido
identificar mas de 25 genes que participan en la via de secrecion. Muchos de estos genes mutantes codifican proteinas
sensibles a temperatura, las cuales a 25°C actian normalmente, pero cuando se eleva la temperatura a 35°C, algunas de ellas
fracasan en el transporte de proteinas desde el ER hasta el complejo de Golgi, otras desde una cisterna a otra del Golgi, y otras
desde el complejo de Golgi hasta la vacuola (el lisosoma de las levaduras) o hasta la membrana plasmatica.

Una vez se identifican, por este sistema, algunas proteinas necesarias para que se produzca la secrecion, se pueden identificar
genes que codifican proteinas que interaccionan con ellas mediante un fenémeno llamado supresion multicopia. Una proteina
mutante sensible a la temperatura elevada a menudo tiene una afinidad demasiado baja por las proteinas con las que
habitualmente interacciona y se une. Sin embargo, si las proteinas de interaccion se producen a una concentracion muy
superior a la normal, se da una unién suficiente para paliar el defecto. Para ello, células de levadura con una mutacién sensible
a la temperatura en un gen que participa en el transporte de vesiculas, se transfectan con un vector plasmidico de levadura en
la cual se han clonado fragmentos al azar de DNA gendmico de levadura. Como el plasmido se mantiene en las células en un
numero de copias elevado, los que porten genes intactos sobreproduciran el producto normal del gen y permitiran a un
reducido nimero de células sobrevivir a temperatura elevada. Los fragmentos de DNA relevantes, que probablemente codifican
proteinas que interaccionan con la proteina mutada original, pueden ser aislados de las células supervivientes.

Las aproximaciones genéticas y bioquimicas se complementan, y muchas de las proteinas implicadas en el transporte vesicular
han sido identificadas independientemente a través de estudios bioquimicos de sistemas libres de células de mamiferos y a
través de estudios genéticos en levaduras.
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SISTEMAS DE CELULAS SEMI-INTACTAS PARA
EL ESTUDIO DEL TRANSPORTE VESICULAR

El transporte de vesiculas también puede estudiarse en
células cuya membrana plasmatica haya sido previamente
permeabilizada para permitir libremente el paso, hacia
dentro o hacia fuera, de moléculas pequenas y de
macromoléculas. La permeabilizacidn se consigue
mediante rotura fisica o mediante el tratamiento con
toxinas bacterianas que abren grandes orificios en la
membrana plasmatica. Estas células semi-intactas son
particularmente Utiles para estudiar el transporte desde
sistemas de membrana extendida que se fragmentan
durante los procedimientos de homogeneizaciéon
convencionales, como es el caso del ER y de la red del
trans Golgi.

Las células semi-intactas se han utilizado para aislar
vesiculas de transporte que median el transporte desde la
red del trans Golgi hasta la membrana plamatica apical.
Las células se cultivan a una temperatura baja (20°C) de
manera que el trafico de membrana desde la red del trans
Golgi hasta la superficie de la célula esta bloqueado, y por
lo tanto la proteina virica principal se halla atrapada en el
trans Golgi (A). Cuando las células se permeabilizan
(depositando un trozo de papel de nitrocelulosa sobre
ellas y posteriormente retirandolo para romper la
membrana), el citosol sale de las células dejando los
sistemas de membrana (B). Entonces se levanta el bloqueo
por temperatura y se anade citosol fresco y ATP, lo cual
hace que las vesiculas que contienen la glucoproteina
virica se desprendan de la red del trans Golgi por
gemacion y salgan de las células semi-intactas a través de
los orificios de la membrana plasmatica (C). Las vesiculas
se recogen y se purifican usando un anticuerpo que
reconozca la cola citoplasmatica de la glucoproteina
transmembrana del virus, lo cual permite identificar las
proteinas que configuran las vesiculas de transporte.
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yema formando la vesicula revestida. Una vez la vesicula se desprende, la cu-
bierta se pierde rdpidamente. El mecanismo por el cual se desprende tampoco
se conoce, pero se ha demostrado que in vitro una proteina chaperona de la fa-
milia hsp70 acttia como una ATPasa de eliminacién de la cubierta que utiliza la
energia de la hidrélisis de ATP para eliminar la cubierta de las vesiculas revestidas
de clatrina. Sin embargo, en la célula ha de actuar alglin mecanismo de control
adicional para evitar que la cubierta de clatrina se elimine de la yema revestida de
clatrina antes de que tenga tiempo de formar una vesicula, a pesar de que la cu-
bierta persiste mds tiempo en la yema que en la vesicula. Una posibilidad es que
la pérdida de la cubierta esté controlada por Ca*, el cual puede unirse a las ca-
denas ligeras de clatrina y desestabilizar la cubierta de clatrina. Las bombas de
Ca® de la membrana plasmdtica bombean Ca® hacia el exterior de la célula y
por lo tanto la concentracién de Ca?* se mantiene extremadamente baja en la
cara citos6lica de la membrana, lo cual permite que las depresiones se manten-
gan revestidas; pero una vez las vesfculas revestidas se forman y migran alejdn-
dose de la membrana, se encuentran con concentraciones de Ca® mayores, que
podrian desencadenar la pérdida del revestimiento.

Normalmente las vesiculas pinociticas revestidas de clatrina son de tamaiio
pequeiio y uniforme, pero la clatrina también estd implicada en la formacién de
vesiculas mayores, tanto de vesiculas de secrecién que contienen grandes agre-
gados de proteina como de fagosomas que contienen grandes particulas. En es-
tos casos la clatrina no forma revestimientos completos sino que se concentra
en determinadas zonas de las vesiculas que se forman. Parece que la formacién
de los parches de clatrina ayudan a que la membrana se doble, pero el gran ta-
maiio de la carga unida a los receptores evita que la membrana se pliegue lo su-
ficiente como para permitir que se forme un revestimiento completo.

Las adaptinas reconocen proteinas transmembrana especificas
y las unen al revestimiento de clatrina*!

Se cree que el ensamblaje de la cubierta de las vesiculas revestidas tiene dos fun-
ciones como minimo: proporciona la fuerza mecdnica para “estirar” hacia el ex-
terior la membrana, formando una yema, y ayuda a capturar receptores de
membrana especificos junto con las moléculas a las que estdn unidos. Una se-

ELIMINACION
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.

FORMACION
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receptor
de carga
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684 Capitulo 13 : Tréfico vesicular mediante las rutas secretora y endocftica

Figura 13-52 Transporte selectivo
mediado por vesfculas revestidas de
clatrina. Las adaptinas se unen tanto a
los trisquelions de clatrina como a los
receptores de carga.



gunda molécula principal de recubrimiento presente en estas vesiculas, un com-
plejo formado por muchas subunidades llamado adaptina, participa en ambas
funciones. Las adaptinas son necesarias tanto para unir el revestimiento de cla-
trina a la membrana como para atrapar diversos receptores proteicos trans-
membrana, los cuales capturan moléculas especificas en el interior de la vesicu-
la. De este modo un grupo seleccionado de moléculas a transportar, unidas a sus
receptores de carga especificos, se incorporan al lumen de cada una de las vesicu-
las de transporte revestidas de clatrina acabadas de formar (Figura 13-52).

Las vesiculas revestidas de clatrina no son todas iguales. Hemos visto, por
ejemplo, que algunas de ellas, las que participan en el transito desde el complejo
de Golgi hasta los endosomas tardios, son ricas en receptores M6P; otras, que
participan en la ruta desde la membrana plasmdtica a los endosomas tempra-
nos, son ricas en receptores de compuestos extracelulares como las LDL. Aun-
que parece que el revestimiento de clatrina en si mismo es el mismo en cada
caso, las adaptinas son diferentes y median la captura de diferentes receptores.

Las adaptinas reconocen péptidos sefial en la cola citoplasmatica de los re-
ceptores. Una secuencia caracteristica de cuatro residuos de aminodcido, que pa-
rece que forma un giro brusco en la cadena polipeptidica, es una parte esencial
de la sefial de endocitosis compartida por los receptores de la superficie celular
que participan en la endocitosis mediada por receptor a partir de la membrana
plasmatica (Figura 13-53). Por el contrario, en la red del trans Golgi las adaptinas
reconocen una secuencia de aminodcidos fosforilados en la zona carboxilo termi-
nal de los receptores M6P.

Las vesiculas revestidas de coatémero median
el transporte vesicular no selectivo*

Se cree que las vesfculas revestidas de coatémero median el transporte vesicu-
lar no selectivo de la ruta por defecto, que incluye el transporte desde el reticulo
endoplasmadtico al complejo de Golgi, de una cisterna del Golgi a otra y desde la
red del trans Golgi a la membrana plasmdtica (Figura 13-54). Ninguno de estos
procesos de transporte requieren que las vesiculas que se forman capturen una
carga especifica en su lumen.

El revestimiento de estas vesiculas consiste en parte en un gran complejo
proteico llamado coatémero, formado por siete subunidades proteicas de reves-
timiento (llamadas COP, de coat protein). Por lo menos una de ellas, presenta
homologia de secuencia con las adaptinas de las vesiculas revestidas de clatrina,
pero existen importantes diferencias de comportamiento entre el revestimiento
de coatémero y el de clatrina. Al contrario que las cubiertas de clatrina, las de
coatémeros no se autoensamblan sino que necesitan ATP que dirija su forma-
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Figura 13-53 Péptido sefial parala
endocitosis. Se cree que los diversos
receptores proteicos de superficie
celular que son endocitados en las
vesiculas de clatrina comparten esta
sefial, la cual es reconocida por las
adaptinas que actian en la endocitosis
mediada por receptor desde la
membrana plasmadtica. Los
aminodcidos mostrados aquf son una
parte esencial de la sefial.

Figura 13-54 Transporte vesicular
selectivo y no selectivo en células no
polarizadas. Se postula que el
transporte no selectivo (constitutivo)
(flechas azules) estd mediado por
vesiculas revestidas de coatémero,
mientras que diversas formas de
transporte selectivo (mediado por
senal) (flechas rojas) se lleva a cabo
mediante vesiculas revestidas de
clatrina. En células polarizadas se
requiere una via adicional desde la red
del trans Golgi mediada por sefial.
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cién y en lugar de separarse en cuanto la vesicula se desprende de la membrana
dadora, la cubierta de coatémero se mantiene hasta que la vesicula alcanza su
membrana diana.

Parece que tanto el ensamblaje como el desensamblaje del revestimiento
de coatémero depende de una proteina denominada ARF, que también podria
participar en el ensamblaje de las cubiertas de clatrina. Es una de las muchas
proteinas de unién a GTP que son componentes clave en el control del trans-
porte vesicular. Antes de comentar las particularidades de ARF, nos detendre-
mos a revisar algunas propiedades de regulacién generales de las proteinas de
unién a GTP,

El transporte vesicular depende de proteinas reguladoras
que unen GTP#

Como se comenta en el Capitulo 5, las células contienen extensas familias de
proteinas reguladoras que unen GTP. Estas proteinas acttian como interruptores
moleculares que pueden alternar entre dos estados conformacionales ~uno acti-
vo, unido a GTP y otro inactivo, unido a GDP- y actiian como reguladores de
muchos procesos celulares complejos. Las proteinas de union a GTP actian en
un ciclo que depende tipicamente de dos componentes auxiliares: una proteina
liberadora de nucleétidos de guanina (GNRP, de Guanine Nucleotide Releasing
Protein) que cataliza el intercambio de GDP por GTP y una proteina activadora
de GTPasa (GAP, de GTPase Activating Protein) que desencadena la hidrélisis del
GTP unido.

Muchas proteinas reguladoras que unen GTP tienen un grupo lipidico uni-
do covalentemente que les permite unirse a la membrana, y participan en una
gran variedad de procesos dependientes de membrana en la célula. Se han des-
crito dos clases estructuralmente distintas: las proteinas de unién a GTP mono-
méricas (también llamadas GTPasa monomeéricas), constituidas por una sola ca-
dena polipeptidica, y las proteinas de union a GTP triméricas (también llamadas
proteinas G), constituidas por tres subunidades distintas. Aunque estudios con
inhibidores muestran que ambas clases de proteinas juegan un papel esencial
en el transporte vesicular, las funciones de las GTPasas monoméricas estan mas
claras, por lo que trataremos de ellas aqui.

Parece que ARF seiializa el ensamblaje y el desensamblaje
del revestimiento de coatémero*

ARF es una GTPasa monomeérica con una cola de dcido graso, y se cree que juega
un papel crucial en el ensamblaje y desensamblaje del revestimiento de coaté6-
mero. En el citosol se encuentra altamente concentrada en la forma descargada,
unida a GDP. Parece que la membrana dadora desde donde va a generarse una
vesicula revestida de coatdmero contiene una proteina especifica liberadora de
nucledtidos de guanina que hace que ARF libere su GDP y una GTP en su lugar
(la concentracion de GTP en el citosol es mayor que la de GDP). Se cree que la
unién de GTP hace que ARF exponga la cola de dcido graso, que se inserta en
la bicapa lipidica de la membrana dadora. Cuando ARF se ha unido, recluta las
subunidades del coatdmero, que se unen a €l. El ensamblaje de la cubierta de
coatémero, formado por ARF con GTP y por las proteinas de coatémero, estira la
membrana induciéndola a que forme una yema, que entonces se desprende
como lo hace una vesicula revestida (Figura 13-55).

Cuando la vesicula revestida de coatémero alcanza su membrana de desti-
no, una proteina especifica de la membrana diana, activadora de GTPasa, activa
ARF para que hidrolice el GTP que lleva unido hasta GDP. Se cree que esto pro-
voca un cambio de conformacidén en la proteina ARF de manera que la cadena
de 4cido graso se desprende de la membrana, causando el desensamblaje del re-
vestimiento y permitiendo que se produzca la fusién de la membrana, como ve-
remos. Por lo tanto ARF puede considerarse como una proteina que detecta las
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circunstancias y genera la sefial apropiada, tanto para el ensamblaje de la cu-
bierta y la gemacién de la vesicula como para el desprendimiento de la cubierta
y su fusién a la membrana, como serd el caso. Ain mds importante, si existe
una proteina liberadora de nucledtidos de guanina en la membrana dadora y una
proteina activadora de GTPasa en la membrana receptora, la direccién de trans-
porte estd definida: mediante el ciclo de hidrélisis de GTP y el intercambio
GDP/GTP, ARF facilita la transferencia en una tinica direccién.

Marcadores proteicos de orgdnulo, llamados SNARE, colaboran
en la direcci6n del transporte de vesiculas*

Las vesiculas de transporte, sean o no selectivas al tomar la carga del comparti-
miento dador, han de ser altamente selectivas en cuanto a la membrana diana a
la que se fusionan. Esto sugiere que todos los tipos de vesiculas de transporte de
la célula han de expresar marcadores de superficie que las identifiquen segtin
su origen y su carga, y que sean reconocidos por receptores de las membranas
diana. Aunque el mecanismo de este reconocimiento no se conoce, existe una
hipétesis atractiva que supone la participacién de unas proteinas denominadas
SNARE (por razones que se comentan mds adelante), de las cuales existen gru-
pos complementarios v-SNARE en la membrana de la vesicula y t-SNARE en la
membrana diana (¢ de target: diana) (Figura 13-56). Las proteinas SNARE estdn
bien caracterizadas en las células nerviosas, en las cuales se cree que median la
unién de las vesiculas sindpticas a la membrana plasmatica del terminal nervio-

ORGANULO DADOR ORGANULO DIANA

COMPARTIMIENTO
A

t-SNARE

COMPARTIMIENTO
B

Figura 13-55 Modelo actual sobre la
formacién de las vesfculas revestidas
de coatémero. (A) La proteina ARF-
GDP, soluble e inactiva, se une a una
proteina liberadora de nucleétidos de
guanina (GNRP) en la membrana
dadora, lo cual provoca que ARF libere
su GDP y se una a GTP. E1 GTP
desencadena un cambio
conformacional en ARF dejando
expuesta su cadena de dcido graso,
que se inserta en la membrana dadora.
(B) Ahora, la proteina ARF-GTP activa
unida a la membrana recluta
subunidades de coatémero de la
membrana. Esto hace que la
membrana forme una yema. El
posterior acontecimiento de fusion de
membrana separa y libera la vesicula
revestida. La droga brefeldina A
bloquea la formacién de la cubierta de
coatémero inhibiendo la reaccién de
intercambio de GDP por GTP. Ello
bloquea el trifico de las vesiculas
revestidas de clatrina desde el ER a
través del complejo de Golgi, haciendo
que el complejo de Golgi vacie su
contenido en el ER, como se explica en
la pdgina 646.

Figura 13-56 Papel propuesto para
las protefnas SNARE en la direccién
del transporte vesicular. Grupos
complementarios de SNARE en las
vesiculas (v-SNARE) y de SNARE en las
membranas diana (t-SNARE)
determinan la selectividad del
contacto de las vesiculas de transporte
con su membrana diana. Las proteinas
v-SNARE, que estdn coempaquetadas
con las proteinas de la cubierta
durante la formacién por gemacién de
las vesiculas de transporte desde la
membrana dadora, se unen alas
t-SNARE complementarias de la
membrana diana.
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SO en preparacion para la exocitosis: en la vesicula sindptica existe una v-SNARE
y en la cara citoplasmadtica de la membrana plasmdtica existe una t-SNARE com-
plementaria.

Se cree que las proteinas Rab aseguran la especificidad
de la unién de las vesiculas*®

En la célula existen muchos sistemas de membrana por lo que el proceso de
unién de las distintas vesiculas ha de ser altamente selectivo. Una vesicula pue-
de inspeccionar muchas membranas potencialmente diana antes de que su
v-SNARE encuentre una t-SNARE complementaria. Seglin un punto de vista,
este proceso crucial de reconocimiento estd controlado por miembros de una
familia de proteinas GTPasas monomeéricas llamadas protefnas Rab, que con-
trolan que la interaccién entre v-SNARE y t-SNARE sea correcta. Segtin este en-
foque, las proteinas Rab estdn unidas a la superficie de las vesiculas revestidas
que se estdn formando en la membrana dadora. Cuando una vesicula encuentra
la membrana diana adecuada, la unién de v-SNARE a t-SNARE permite que la
vesicula permanezca unida durante el tiempo necesario para que la proteina
Rab hidrolice el GTP que lleva unido, lo cual bloquea a la vesicula en la membra-
na diana, prepardndola para la fusién posterior con ella (Figura 13-57).

Las células eucariotas tienen muchos tipos de protefnas Rab, cada una de
las cuales estd asociada con un orgdnulo rodeado de membrana particular que
participa en la via de secrecién o en la via endocitica. Cada uno de estos orgdnu-
los presenta por lo menos una proteina Rab en la superficie citosélica (Tabla 13-
1). La primera proteina Rab (llamada Sec4) fue descubierta en levaduras me-
diante la seleccién de mutaciones (llamadas mutaciones SEC) que interfieren en
el proceso de secrecién. Posteriormente se vio que se trataba de un componente
de las vesiculas de secrecién necesario para su unién a la membrana plasmatica;
las mutaciones que los modifican evitan que las vesiculas de secrecion viertan su
contenido al exterior. Las secuencias de amino4cidos de estas proteinas Rab son
mads diferentes entre si en su zona carboxilo terminal; experimentos de inter-
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Figura 13-57 Papel propuesto para
las protefnas Rab garantizando la
especificidad de la unién entre las
vesfculas de transporte y la
membrana diana. La protefna
liberadora de nucleétidos de guanina
en la membrana dadora reconoce una
proteina Rab especifica y la induce a
intercambiar su GDP por GTP. Este
cambio altera la conformacién de la
proteina Rab, exponiendo su grupo
lipidico unido covalentemente, el cual
ancla la protefna Rab a la membrana.
La proteina Rab-GTP permanece
unida a la superficie de la vesicula de
transporte después de que ésta se
separe de la membrana dadora. Una
proteina v-SNARE de la superficie de la
vesicula se une a una t-SNARE de la
membrana diana, inmovilizando
parcialmente la vesicula. Entonces, la
proteina Rab hidroliza su GTP
anclando la vesicula a la membrana
diana y liberdndose al citosol como
Rab-GDP, desde donde puede ser
reutilizada en una nueva ronda de
transporte. La vesicula se fusiona
entonces con la membrana diana.
Nétese que los revestimientos de la
vesicula han sido omitidos del
esquema para mayor claridad.



Tabla 13-1 Localizaciones subcelulares de algunas protefnas Rab

Protefna* Orgdnulo

Rabl (YPT1) ER y complejo de Golgi

Rab2 ER transicional, red del cis Golgi
Rab3A vesiculas de secrecién

Rab4 endosomas tempranos

Rab5 membrana plasmética

Rab6 cisternas del transy del medial Golgi
Rab7 endosomas tardios

Rab9 endosomas tardios, red del trans Golgi
Sec4 vesiculas de secrecién

* Todas estas protefnas se han hallado en células de mamffero excepto Sec4 e YPT1, que son
protefnas de levadura.

cambio de extremos usando técnicas de ingenieria genética indican que es pre-
cisamente este extremo el que determina la localizacién intracelular de cada
miembro de la familia, probablemente permitiéndole que se una a un factor da-
dor de nucleétidos de guanina complementario, situado en la superficie del or-
gdnulo particular (véase Figura 13-57). Antes de que las SNARE fueran las candi-
datas como las protefnas marcadoras de orgdnulos que guian el transporte de
vesiculas, se crefa que las protefnas Rab ejercian esta funcién por su notable dis-
tribucién especifica entre los orgdnulos. Sin embargo, actualmente se sabe que
algunas proteinas Rab son funcionalmente intercambiables, ya que mediante
experimentos de ingenieria se ha podido localizarlas en otros orgénulos. Por lo
tanto no pueden constituir la tinica explicacién de la selectividad del transporte
vesicular.

La fusién de vesfculas estd catalizada por una “maquinaria
de fusién de membrana”*’

Cuando la vesicula de transporte ha reconocido su membrana diana y se ha uni-
do a ella, la vesfcula ha de liberar su carga mediante la fusién de membrana. Sin
embargo, la fusién de la membrana no se produce siempre inmediatamente.
Como hemos visto, en la exocitosis regulada la fusién no ocurre hasta que es des-
encadenada por una sefial extracelular.

La unién y la fusién son dos procesos distintos y separables. Es posible,
por ejemplo, evitar la fusién pero no la unién, manteniendo los niveles de Ca**
citosélico muy bajos. Ello provoca la acumulacién de vesiculas unidas, pero no
fusionadas, con su membrana diana. La unién sélo requiere que las dos mem-

SNAP N.SF
\
vesicula de 9 ‘ m_ Rab-GDP
transporte
inmovilizada

Rab-GTP

v-SNARE

MEMBRANA
DE FUSION

ENSAMBLAJE DE LA
MAQUINARIA DE FUSION
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Figura 13-58 Modelo actual sobre la
fusién de vesfculas mediada por
protefna. Una compleja maquinaria
de fusidn cataliza la fusién de una
vesicula de transporte con su
membrana diana. Sélo han sido
caracterizados dos de los
componentes proteicos del complejo
de fusién: NSF (protefna de fusién
sensible a N-etilmaleimida, de N-
ethylmaleimide-sensitive fusion
protein) y SNAP (protefnas solubles de
acoplamiento a NSF, de soluble NSF
attachment proteins). (NEM es un
compuesto quimico que modifica los
grupos libres SH expuestos en las
superficies proteicas y por lo tanto
inactiva proteinas cuyos grupos SH
expuestos sean necesarios para su
actividad.) Las protefnas SNARE
fueron identificadas por primera vez
como receptores de SNAP (de aquf su
_nombre): unen tanto v-SNARE como

“"t-SNARE. La unién de SNAP permite

que NSF se una. Este complejo, con la
ayuda de acil Coa y protefnas aiin no
identificadas, cataliza la fusién de las
dos bicapas lipidicas. NSF es una
ATPasa que hidroliza ATP liberando el
complejo una vez ha realizado su
trabajo (no se muestra).
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Figura 13-59 Entrada en las células de una plaga de virus de ave.

(A) Electronmicrografias que muestran cémo es endocitado un virus en una
vesicula revestida de clatrina, cémo es conducido a un endosoma, y cémo se
escapa de él fusiondndose con la membrana del endosoma. (B) Dibujo
esquemadtico de la forma en qué unas proteinas de fusién de la superficie del
virus median su salida del endosoma. (A, cortesia de Karl Matlin y Hubert
Reggio, de K.S. Matlin et al., J. Cell Biol. 91:601-613, 1981, con permiso de
copyright de The Rockefeller University Press.)

branas se acerquen lo suficiente como para permitir que las proteinas que so-
bresalen de la bicapa lipidica interaccionen entre si y se adhieran. La fusién
requiere una aproximacién mayor, quedando las membranas a 1,5 nm una de
otra de manera que puedan juntarse. Para que se produzca esta aproximacion,
se ha de desplazar el agua de la superficie hidrofilica de la membrana —proceso
que es altamente desfavorable desde el punto de vista energético. Parece proba-
ble que todas las fusiones de membrana en las células sean catalizadas por pro-
teinas de fusion especializadas que proporcionen un camino para atravesar esta
barrera energética. El mecanismo todavia se conoce muy mal. En el caso de las
vesiculas de transporte revestidas de coatémero, por lo menos, la fusién con la
membrana diana requiere ATP, GTP, acil CoA, y diversos componentes protei-
cos. Se conocen dos componentes proteicos, denominadas NSF y SNAP (por ra-
zones que se explican en el pie de la Figura 13-58), que reaccionan de forma ci-
clica con las membranas que se van a fusionar y el citosol. Las SNAP se unen
tanto a v-SNARE de la membrana de la vesicula como a t-SNARE de la membra-
na diana, iniciando el ensamblaje del aparato de fusion, el cual cataliza la fusion
de las dos bicapas lipidicas en la interfase membranosa de la vesicula diana (Fi-
gura 13-58).

La proteina de fusi6én de membrana mejor caracterizada
estd sintetizada por un virus*®

La fusién de membranas es importante en otros procesos ademads de serlo en el
transporte de vesiculas; se conocen con detalle las fusiones de membrana mds
simples, que son las catalizadas por proteinas viricas de fusién viricas. Las protei-
nas viricas de fusién juegan un papel crucial permitiendo la entrada de los virus
recubiertos (los cuales tienen una cubierta membranosa de tipo bicapa lipidica)
al interior de las células que infectan (comentado en el Capitulo 6). Los virus
como el virus de la gripe, por ejemplo, entran en la célula por endocitosis media-
da por receptor y son transportados hasta los endosomas. El bajo pH de los endo-
somas activa una proteinas de fusién de la cubierta del virus que cataliza la fusi6n
del virus con las membranas del endosoma, permitiendo asi al 4cido nucleico vi-
rico escapar al citosol, donde se puede replicar (Figura 13-59).

690 Capitulo 13 : Tréfico vesicular mediante las rutas secretora y endocitica

acido nucleico virico
capside cubierta del virus

ESPACIO
EXTRACELULAR

CITOSOL

—— proteina
de fusion

ENDOCITOSIS DE UN VIRUS
RECUBIERTO Y TRANSPORTE
HASTA UN ENDOSOMA.

LA DISMINUCION DEL pH
EXPONE LOS LUGARES
HIDROFOBICOS DE LAS
PROTEINAS DE FUSION

endosoma

LAS REGIONES HIDROFOBICAS
DE LAS PROTEINAS DE FUSION

SE INSERTAN EN LA MEMBRANA

DE ENDOSOMA

Y LIBERACION DEL ACIDO

FUSION DE LAS BICAPAS
I NUCLEICO EN EL CITOSOL

< ciTosoL

(B)



proteina de fusion de la
gripe en la membrana
de la célula 1

péptidos_

hidrofobicos CAMBIO CONFORMACIONAL )

de fusién, QUE EXPONE LOS PEPTIDOS membrana plasmatica

escondidos DE FUSION HIDROFOBICOS ~ delacélula 2 EESESLOULLREZ

(©) CITOSOL DE
LA CELULA 1

Se han clonado los genes que codifican varias proteinas de fusién y se han
utilizado para transfectar células eucariotas en cultivo. Estas células transfecta-
das expresan las proteinas viricas en su superficie, y bajo condiciones adecuadas
se fusionan entre sf formando células gigantes multinucleadas. En el caso mejor
estudiado, el del virus de la gripe, la estructura tridimensional de la proteina de
fusién ha sido determinada por cristalograffa de rayos X. Se ha demostrado que
el pH bajo induce un cambio de conformacién importante en la proteina de fu-
sién, que expone una region hidrofébica, antes escondida, en la superficie de la
proteina, que ahora puede interaccionar con la bicapa lipidica de la membrana
diana. Parece que una agrupacién de regiones hidrofébicas de este tipo en pro-
teinas de fusion muy cercanas une las dos bicapas lipidicas manteniéndolas
muy cerca una de la otra, de forma que se desestabilizan y se fusionan (Figura
13-60).

Recientemente, en mamifero se ha identificado una proteina semejante a
las viricas, y se cree que media la fusion de las membranas plasmadticas del
esperma y del huevo que se produce en la fecundacion (se comenta en el Capi-
tulo 20). Como resaltan todos estos ejemplos, bajo circunstancias normales las
membranas no se fusionan ficilmente. La fusién de membranas requiere la par-
ticipacién de proteinas especiales y estd sometida a controles selectivos —una
restriccién que es crucial tanto para mantener la identidad de la célula en si mis-
ma como para mantener la individualidad de cada uno de los compartimientos
intracelulares.

Resumen

Las diferencias entre los compartimientos membranosos de una célula se mantie-
nen gracias a un aporte de energia libre, que impulsa el transporte selectivo y diri-
gido de componentes particulares de membrana desde un compartimiento a otro.
Las vestculas de transporte se generan a partir de regiones revestidas especializadas
de la membrana dadora. El ensamblaje de la cubierta colabora en la formacién de
la vesicula. Existen dos tipos bien caracterizados de vesiculas revestidas: las vesfcu-
las revestidas de clatrina, que median el transporte vesicular selectivo desde la
membrana plasmdtica y la red del trans Golgi, y las vesiculas revestidas de coatd-
mero, que permiten el transporte vesicular no selectivo desde el ER a las cisternas
del Golgi. Las adaptinas proporcionan una unién molecular entre las cubiertas de
clatrina y los receptores especificos de membrana y por lo tanto median la capta-
cidn selectiva de moléculas a transportar por las vesiculas revestidas de clatrina.
Las vesfculas revestidas han de perder su cubierta para fusionarse con la membra-

Figura 13-60 Modelo para explicar
cémo una protefna de fusién de
membrana cataliza la fusion de la
bicapa lipfdica. Una célula que
expresa en su superficie la proteina de
fusién de la gripe se fusiona
rapidamente con sus células vecinas
una vez se ha expuesto a pH bajo. Los
procesos de fusién se producen a
través de un paso intermedio (D y E)
en el que sélo se fusionan las capas
lipidicas exteriores de la membrana,
mientras que las dos capas internas se
mantienen separadas. Incluso se han
obtenido formas mutantes de la
proteina de fusién que permiten que la
reaccion se desarrolle sélo hasta este
estado intermedio.
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na diana apropiada: en cuanto las vesiculas entran en contacto con su membrana
diana, los revestimientos de clatrina se pierden.

Diversos tipos de GTPasas monoméricas, incluyendo ARF y las protetnas Rab,
participan en la regulacién de varias etapas del transporte vesicular, incluyendo la
gemacion de las vesfculas, el contacto con la membrana diana y la fusién. Las pro-
tefnas ARF, Rab, y v-SNARE se incorporan a las vestculas de transporte durante la
gemacidn y aseguran que las vesiculas sélo entreguen su contenido al comparti-
miento rodeado de membrana apropiado: se cree que ARF media el ensamblaje de
la cubierta de coatémero (y probablemente el de clatrina) y el desensamblaje de la
cubierta de coatémero, mientras que las protefnas Rab parece que aseguran la es-
pecificidad de unién anclando la vestcula a la membrana diana cuando interac-
cionan SNARE complementarias de la membrana diana y de la vesicula. Por lo tan-
to, la fusién de membranas estd catalizada por varias protefnas citosélicas,
incluyendo SNAP y NSF, que se unen entre st formando un complejo de fusion en el

lugar de anclaje.
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