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CAPITULO 5.

ELABORACION Y DISTRIBUCION
DE SUBSTANCIAS

La célula sintetiza numerosas moléculas que ella misma necesita o vierte al
medio extracelular. Por ejemplo, los elementos de la matriz extracelular son sinte-
tizados y secretados bajo la forma de precursores solubles; y la mayoria de las
proteinas del plasma sanguineo son también elaboradas y secretadas por células.
De otra parte, las células pueden sintetizar también la mayoria de las proteinas,
lipidos y carbohidratos que necesita para mantener o reformar sus estructuras o
para su metabolismo.

En este capitulo se describe principalmente la elaboracidn y distribucion de las
proteinas por la célula hacia sus compartimentos intracelulares o hacia el medio
extracelular; también se describen brevemente la biosintesis de las membranas y
la biogénesis de los lisosomas.

5.1. SINTESIS DE PROTEINAS
5.1.1. Introduccién

Una proteina es una macromolécula compuesta por una o mas cadenas
polipeptidicas; y cada una de ellas, a su vez, estd conformada por aminoécidos
(aas) ligados por uniones peptidicas. Existen 20 aas diferentes que conforman las
proteinas (Ver Lista de Aminoécidos al final del libro). Las diferentes combinacio-
nes de esos 20 aas dan origen a miles de proteinas diferentes. La secuencia de aas
conforma una estructura lineal denominada péptido o cadena peptidica, pero se
repliega formando una estructura tridimensional que determina su actividad bio-
légica. La estructura tridimensional y la carateristica funcional de una proteina
son determinadas por su secuencia especifica de aas. En la célula, la informacién
para un orden especifico de aas de las proteinas estd determinada (codificada) por
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los dcidos nucléicos, especificamente el dcido desoxiribonucleico (ADN) (Ver
8.2). El ADN forma una fibra de doble hélice de nucleétidos, siendo una
antiparalela a la otra. El ADN esta conformado por las combinaciones diferentes
de cuatro nucleétidos: los pirimudinicos: timina (T) y citosina (C); y los purinicos:
adenina (A) y guanina (G). La A de una hélice se une a la T de la antiparalela, del
mismo modo la G con la C a lo largo de toda la fibra del ADN (Fig. 5.1 A). La
informacién del ADN es transcrita a otro dcido nucléico, el acido ribonucléico
(ARN), que difiere del ADN en tres aspectos: primero, el aztacar cambia de una
desoxirribosa del ADN por una ribosa en el ARN; segundo, el nucleétido
pirimidinico uracilo (U) se encuentra sélo en los ARN en vez de 1a T del ADN; y
tercero, el ARN estd conformado por una sola hebra o hélice, denominado
monocatenario (Fig. 5.1 B).

Un gen es una secuencia de nucleétidos del ADN que transcribe para un ARN
funcional. En la sintesis de proteinas intervienen principalmente tres tipos de ARN:
el ARN mensajero (ARNm), los 60 diferentes ARN de transferencia (ARN{)
y los 4 ARN que hacen parte de las subunidades ribosomales (ARNT). La infor-
macidén genética para sintetizar una proteina estd determinada por la secuencia de
nucle6tidos del ADN transcrito al ARNm. Tripletes de nucle6tidos contiguos del
ARNm codifican la informacién para los diferentes aminoicidos. Cada triplete de
nucledtidos es una letra del c6digo genético llamada codén. El diccionario com-
pleto del cédigo genético tiene 43 = 64 diferentes posibles combinaciones de
codones (letras del c6digo genético), 61 codones de los ARNm codifican para los
20 aas (Ver Cédigo Genético al final del libro) y el orden de estos codones en el
ARNm determina el orden de los aas dentro de la cadena peptidica (Fig. 5.1 By
C). El primer aa de las cadenas peptidicas deja libre el extremo amino terminal y el
altimo aa el extremo carboxi terminal, que corresponden respectivamente al pri-
mer codén en posicién 5 y al dltimo codén en posicién 3“del ARNm. El cédigo
genético tiene caracteristicas comunes en todas las células: primero, tiene un codén,
el AUG, que especifica el inicio de la sintesis proteica; segundo, tiene tres codones,
UAA, UAG y UGA que determinan la finalizacién de la sintesis peptidica o tra-
duccién del ARNm, denominados codones stop; tercero, el cédigo genético es
universal, es decir que son los mismos codones que codifican para los mismos
aminodcidos en todos los seres vivos. S6lo se han encontrado unas excepciones en
la sintesis de proteinas codificadas por el ADN mitocondrial y en algunas células
procariéticas, donde el codén AUA codifica para una metionina y no para la
isoleucina, y los codones stop UGA y UAA codifican para el triptéfano y la glutamina
respectivamente y no son codones de finalizaciéon.

Las proteinas son los constituyentes principales de todos los organismos. En
un animal, hay probablemente mis de cinco mil familias diferentes de proteinas y
cada una ejerce una funcién especifica. Por ejemplo, permiten el reconocimiento
entre las células, realizan reacciones quimicas o dan caracteristicas especificas a las
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células. Las proteinas se clasifican segn sus funciones, por ejemplo: enzimas que
catalizan reacciones bioquimicas (nucleasa, tripsina, etc); proteinas de transporte
(hemoglobina, albimina, etc); de almacenamiento o de nutrientes (caseina,
ovoalbtimina, etc); de contraccién o de movimiento (actina, miosina, etc); estruc-
turales (queratina, coligeno, etc); anticuerpos (inmunoglobulinas); reguladoras
(hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento, etc), etc. Las proteinas
también se clasifican segtiin su forma en globular cuya cadena (o cadenas)
polipeptidica que la conforma estd fuertemente replegada dentro de una forma
estérica compacta y fibrosa cuya cadena (o cadenas) polipeptidica se extiende a lo
largo de un gje sin replegarse.
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Figura 5.1. Esquema del c6digo genético y su expresion .

La fibra del ADN (A) es una doble hélice antiparalela, transcribe su informacién a un ARNm
(B) que contiene los codones (nameros ardbigos 1, 2 y 3) que codifican para aminoacidos espe-
cificos (metionina, valina y leucina) de una proteina (C).

El primer codén en posicién 5 del ARNm codifica para el primer aminoicido que deja libre el
extremo amino terminal (NH2) y el Gltimo codén en posicién 3 “del ARINm corresponde al
altmo aminodcido de la proteina que deja el extremo carboxa ternunal hibre (COOH). Las
flechas gruesas indican la direccién de los icidos nucléicos de 572 37,

ADN: dcido desoxirribonucleico; ARNm 4cido ribonucleico mensajero; A: adenina; T: timina;
G: guanina; C: citosina; U: uracilo; 57: extremo 5 del ADN o ARN "'m; 37: extremo 3“del
ADN o ARNm.

La estructura primaria de una proteina esti determinada por la secuencia es-
pecifica de los aas en la cadena polipeptidica; la estructura secundaria es el
replegamiento caracteristico de la cadena polipeptidica (en forma de hélices, lami-
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nas o bucles loops) determinada también por los aas que la constituyen; la estruc-
tura terciaria es la organizacién interna de las hélices y de las Iiminas que deter-
minan la estructura globular; y la estructura cuaternaria de una proteina se for-
ma cuando varias cadenas, polipeptidicas o no, entran en su constitucién.

Para que un gen determinado de una célula eucariética se exprese en forma de
una proteina funcional necesita varias etapas: primero, ¢l gen que codifica la pro-
tefna tiene que ser activado o encendido para que se pueda transcribir la informa-
cién del ADN al ARN (Ver 8.3); segundo, el ARN sufre una maduracién para
formar el ARNm; tercero, el ARNm es exportado del nticleo al citosol; cuarto, la
informacién del ARNm es traducido en cadena polipeptidica o la etapa que se
denomina sintesis de proteinas; y la dltima etapa es la maduracién de las cadenas
polipeptidicas que sufren para conformar la proteina funcional. Enseguida se des-
criben las etapas de la sintesis de proteinas en las células eucari6ticas animales.

5.1.2. Proceso general de la sintesis de proteinas

La unidad fundamental de la sintesis peptidica es el ribosoma conformado
por dos subunidades y cada subunidad a su vez esti compuesta por proteinas y
ARN ribosomales (ARNT), o sea que cada subunidad es una ribonucleoproteina
(Fig. 5.2). Cuando no participa en la sintesis de proteinas, sus dos subunidades se
encuentran disociados en €l citosol. La gran subunidad esti constituida por 49
proteinasy tres ARNr (28 S, 5, 8S y 5 S) v la pequefia por 33 proteinas y un ARNr
de 18 S. Las subunidades se denominan de acuerdo a su coeficiente de sedimenta-
ci6n, expresado en unidad Svedberg (S). El coeficiente de sedimentacién depende
al mismo tiempo del peso molecular, de la formay de la densidad de la particula o
de la molécula. La figura 5.2 resume las principales propiedades de los ribosomas
de las células eucaridticas y procaridticas.

Al microscopio electrénico (ME), la gran subunidad tiene un aspecto mis o
menos hemisférico y es recorrida por una ranura de 4 nm de longitud sobre su
superficie plana. La pequefia subunidad tiene un surco que se dispone en frente
de la ranura de la gran subunidad cuando se forma el ribosoma. Para que las dos
subunidades ribosomales se ensamblen y puedan realizar la sintesis peptidica se
requiere de: un ARNm y los diferentes ARNt unidos a sus respectivos amino4cidos.
Un ARNt unido a su respectivo aa se denomina ARNt-aminoacil (ARNt-aa).
E]l ARNt tiene en su estructura al anticodén que reconoce el codén correspon-
diente sobre el ARNm y el sitio aminoacil donde se le une el aminoicido especi-
fico codificado por el codén.

Se dice que el cédigo genético es “degenerado” porque existen diferentes
codones para un mismo aa, por ejemplo, 6 codones diferentes codifican para la
leucina y 4 para la alanina. En las células eucaridticas se encuentran 20 aas, 60
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ARNt y 20 aminoacil-ARNt-sintetasas diferentes. Existe una sola enzima
aminoacil-ARNt-sintetasa para un aa determinado que reconoce los diferentes
ARNt para ese aa especifico, entonces el codigo genético no es degenerado por-
que la especificidad de unidn de un aa a sus respectivos ARNt lo realiza la aminoacil-
ARNIt-sintetasa especifica, por ejemplo, la alanina-ARNt-sintetasa une la alanina
a los cuatro diferentes ARNt que tiene el anticodon para unirse a los codones que
codifican para la alanina, o la leucina-ARNt-sintetasa une la leucina a los 6 dife-
rentes ARNt que llevan el anticodén para el coddn que codifica la leucina. Los
ARNt son llamados también los “traductores” porque son los que permiten la
“traduccion” del lenguaje de acidos nucléicos al lenguaje de los aas que confor-
man las proteinas.

EUCARIOTES PROCARIOTES
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Figura 5.2. Composicion de los ribosomas en las células eucaridticas y

procaridticas.
PM: peso molecular en Daltons; ARNr: acido ribonucléico ribosomal: S: coeficiente de sedi-
mentacion, expresado en unidades Svedberg.

A continuacién se describen las tres etapas necesarias para la traduccion de un
ARNm en proteina dentro del ribosoma. Estas capas son: 1. la reaccion de inicia-
cion, 2. la elongacion de la cadena peptidica y 3. la finalizacion de la sintesis proteica.
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5.1.2.1. Reaccién de iniciaciéon

Las subunidades ribosomales se ensamblan sobre el codén de iniciacion AUG
del ARNm, luego se incorporan ripidamente aas por uniones peptidicas en la
cadena naciente. De 10 a 20 uniones peptidicas se forman por segundo, o sea que
20 a 60 segundos dura la sintesis de una proteina.

La reaccién de iniciacién es el ensamblaje de las dos subunidades ribosomales
sobre el codén de iniciacién AUG del ARNm unido al primer ARNt-aa para
formar el ribosoma (Figs. 5.3.1 y 5.3.2). Este primer ARNt-aa es un ARNt-
metionina (ARNt-met) en ecucariotes, mientras que es ARNt-formilmetionina
(ARNt-fmet) en procariotes. Todo este proceso de reaccién de iniciacién estd
bajo el control de 9 factores de iniciacién de la traduccidn, que se designan elF
(eucariotic Initiation Factor).

El eIF-2 es la clave en la reaccién de iniciacién porque es una proteina G que se
activa al unirse al GTP y se inactiva al hidrolizarlo. Ademis, el eIF-2 est4 bajo el
control de sefiales que le llegan a la célula: cuando la célula no requiere de sintesis
proteica el eIF-2 es fosforilado por una proteina quinasa y es inactivado; cuando
llega alguna sefial de sintesis de proteinas el eIF2 es desfosforilado por una protei-
na fosfatasa y se activa intercambiando su GDP por GTP (Fig. 5.3.1 A).

El eIF-2-GTP activo se une al primer ARNt-met que determina el inicio de la
sintesis de la cadena polipetidica (Fig. 5.3.1 A), y al mismo tiempo otro factor de
iniciacién, el eIF-3 se une a una pequefia subunidad ribosomal (Fig. 5.3.1 B). El
elF-2-GTP-ARNt-met se une al complejo formado por el elF-3-pequefia sub-
unidad ribosomal (Fig. 5.3.1 C). Por otro lado, en el citosol, al ARNm que va a ser
traducido en proteina tiene que elimindrsele las protefnas que lo mantienen en
forma replegada, entonces el ARINm es alineado por otros factores de iniciacién
los eIF-4F y eIF-4A que inician la alineacién del ARNm liberando las proteinas
que cubren el ARNm (Fig. 5.3.1 D) dejando el extremo 5” y el primer cod6n de
iniciacién AUG libre. Luego, el eIF-4B reconoce y cubre el extremo 5 del ARNm
dejando expuesto el coddén de iniciacién AUG (Fig. 5.3.1 D). El ARNm queda
desplegado y acompanado por los tres complejos de iniciacién 4A, 4B y 4F que se
acercan al complejo eIF-2-GTP-ARNt-met-elF-3-pequefia subunidad (Fig. 5.3.1
E) para que el codén de iniciacién AUG se una al anticodén CAU del ARNt-met
(Fig. 5.3.1 F). En seguida, otro factor de miciacién, el elF-1, libera los factores de
iniciacién 4F, 4A y 4B del ARNm (Fig. 5.3.1 G).

Mientras tanto, la gran subunidad inactivada por el factor eIF-6 es activada por
la unién del elF-4C y el eIF-6 es liberado (Fig. 5.3.2 H). Al mismo tiempo, el
factor de iniciacién eIF-5 libera los factores eIF-3 y eIF-2 del ARNt-met-ARNm-
pequefia subunidad y el eIF-2 hidroliza su GTP en GDP + Pi. El ARNt-met, el
ARNm y la pequefia subunidad ribosomal unidos constituyen el complejo de
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iniciacién (Fig. 5.3.2 J). El eIF-4C unido a la gran subunidad ribosomal se une al -
complejo de 1niciacién (Fig. 5.3.2 K) formando el ribosoma. El factor eIF-4C se
libera de la gran subunidad antes de la formacién del ribosoma (Fig. 5.3.2 K). A partir
de este momento la cadena peptidica codificada por el ARNm puede ser sintetizada.

ARNt -met
GDP é
GDP !
A a
GTP
inoctivo octiva '.:f:f

pequelia sub-unided

Figura 5.3.1. Esquema de las primeros procesos de la reaccién de inicia-
cién de la sintesis proteica.

Los Factores de Iniciacién eucariéticos (eIF) estin representados por circulos y en su interior el
niimero o letras con que se designan. A. Activacién del eIF-2 y su unién al primer ARNt-met.
B. Unién del elF-3 a la pequena subunidad ribosomal. C. Unién del ARNt-met y la pequefia
subunidad acompafiados por sus respectivos eIF. D. El ARNm se encuentra replegado por
proteinas en el citosol, aqui sélo se esquematiza al ARNm replegado, los factores elF-4A y elF-
4F inician la liberacién de las proteinas del ARNm y lo despliegan, luego el factor eIF-4B reco-
noce el extremo 5”del ARNm uniéndosele y dejando libre el codén de iniciacién (AUG). E.
Los productos de las reacciones C y D se acercan. F. El codén AUG del ARNm se acopla al
anticodén CAU del ARNt-met acompafados por los 5 eIF que han intervenido en las diferen-
tes reacciones. G. El factor eIF-I libera los factores eIF-4A, 4B y 4F.

ARNt-met: dcido ribonucleico de transferencia metionina; GTP: guanosin trifosfato; GDP:
guanosin difosfato; Pi: fosfato inorginico; ARNm: 4cido ribonucleico mensajero; 57: extremo

57del ARNm; 3”: extremo 3 "del ARNm.

Elaboracion y distribucién de substancias 163



Biologin Molecular de la Célula Eucaridtica Animal

La gran subunidad tiene en su interior dos regiones o sitios muy importantes,
el sitio peptidil o sitio P (Fig. 5.3.2 H, P) donde se localiza el Giltimo ARNt unido
a la cadena peptidica que se sintetiza o ARNt-peptidil, mientras que el otro sitio
aminoacil o sitio A (Fig. 5.3.2 H, A) es donde llegan los diferentes ARNt-aas que
reconocen al codén del ARNm expuesto en este sitio. Para que los ARNt-aas se
ubiquen en ¢l sitio A, el sitio P debe estar ocupado por un ARNt-peptidil, es por
ésto que el primer ARNt-met se ubica en ¢l sitio P para que se pueda iniciar la
sintesis proteica (Fig. 5.3.2 Ribosoma).

inaclivo

Ribosomda

Figura 5.3.2 Final de la reaccién de iniciacién y formacién del ribosoma.
Los Factores de Iniciacion eucaridticos (elF) estan representados por circulos y en su interior el
numero o letras con que se designan. H. Cuando no se realiza sintesis proteica la gran sub-
unidad ribosomal se encuentra unida al elF-6, el i[F-4C se une a la gran subunidad y libera el
elF-6. J. El elF-5 libera a los factores elF-3 y elF-2 que hidroliza el GTP, quedando libre de
factores el complejo de imiciacién constituido por el ARNt-met, la pequefia subunidad
ribosomal y el ARNm. K. La gran subunidad unida 2l elF-4C se une al complejo de iniciacion
y se forma el ribosoma con el sitio P ocupado por el ARNt-met y el sitio A libre.

P: sitio peptidil de la gran subunidad ribosomal; A: sitio aminoacil de la gran subunidad ribosomal;
GTP: guanosin trifosfato; GDP: guanosin difosfato; Pi: fosfato inorgénico; 5": extremo 5 del
ARNm; 3" : extremo 3" del ARNm.

164 Elaboracién 'y distribucién de substancias



Biologia Molecular de la Célula Eucariética Animal

Si el sitio P del ribosoma no es ocupado por el ARNt-met de iniciacién o por un
ARNt-peptidil no puede acoplarse en el sitio A el siguiente ARNt-aa y la sintesis
proteica se para.

5.1.2.2. Elongacién de la cadena peptidica

Cuando se forma el ribosoma se inicia la elongacién de la cadena peptidica, es
decir que se afiadirdn aas uno detris del otro, constituyendo una cadena peptidica
o polipeptidica. Los ARNt-aas se colocan de acuerdo a la secuencia de codones
del ARNm. La fase de elongacién prosigue hasta que se encuentre en el sitio A un
codén stop o de finalizacién (UAA, AAG y UGA) de la sintesis proteica.

La elongacién de la cadena peptidica va acompafiada de la translocacién del
ribosoma y del ARNm. Para estos procesos también se encuentran otros factores
que colaboran para que se pueda realizar la sintesis proteica.

En eucariotes se han encontrado dos factores de elongacién (EF), el EF-1y
el EF-2, pero no se conocen sus mecanismos de accién. Se piensa que sean similar
a los procariéticos donde acttian 3 factores de elongacién: el EF-Tu, el EF-Ts y el
EF-G.

Cuando se forma el ribosoma en los procariotes, el sitio P es ocupado por el
ARNt-fmet. El factor de elongacién EF-Tu, que es una proteina G, se activa al
unirse al GTP y luego toma el ARNt-aa (Fig. 5.4 A) para colocarlo en el sitio A del
ribosoma (Fig. 5.4 B). El EF-Tu tiene como funcién “transportar” los diferentes
ARNt-aas al sitio A del ribosoma. Cuando el codén del ARNm que codifica para
el aal se ha complementado con el anticodén del ARNt-aal correcto, el EF-Tu
hidroliza el GTP en GDP + Piy se libera el ARNt-aal del EF-Tu (Fig. 5.4 C). El
factor de elongaciéon Ts acttia como un GINREF (factor de intercambio de nucle6tido
de guanina) (Fig. 3.11) y realiza el intercambio del GDP por GTP del factor Tu
(Fig. 5.4 D).

La elongacién de la cadena peptidica y la translocacién del ARN'm y del ribosoma
se hacen al mismo tiempo. La peptidil transferasa, enzima de la gran subunidad,
cataliza la unién peptidica entre el extremo carboxilo de la formilmetionina con el
extremo amino del aal (Fig. 5.5 A, PT); al mismo tiempo el EF-G permite la
translocacién del ribosoma y del ARINm hidrolizando su GTP (Fig. 5.5 A). Du-
rante la translocacién se libera el ARNt de la formilmetionina, el sitio A del
ribosoma queda de nuevo libre para recibir el ARNt-aa5 y la cadena peptidica
naciente queda unida al ARNt-aaq ocupando el sitio P (Fig. 5.5 B). Luego se
repite el ciclo del factor EF-Tu, es decir el EF-Tu-GTP unido al ARNt-aay lo
ubica en el sitio A e hidroliza su GTP (Fig. 5.5 B). El factor EF-T5 intercambia el
GDP por GTP del EF-Tu activindolo de nuevo. El factor EF-G vy la peptil
transferasa del ribosoma actan de nuevo (Fig. 5.5 C) alargando la cadena peptidica
en un aminodcido (Fig. 5.5D).
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Figura 5.4. Esquema del inicio de la elongacion de la cadena peptidica.
Los factores de elongacién procaridticos (EF) estdn representados por circulos y en su interior
las letras con que se designan. A. Unién del EF-Tu activo al ARNt-aaq. B. El EF-Tu lleva al
ARNt-aal al sitio A del ribosoma. C. El EF-Tu se libera del EF-Tu y al mismo tiempo se inactiva
por la hidrdlisis de su GTP El cod6én del ARNm queda unido al anticodén del ARNt-aay. D. El
EF-Ts intercambia el GDP por GTP del EF-Tu y asf es activado y puede unirse a otro ARNt-aa.
fmet: formilmetionina; ARNt-aa: 4cido ribonucléico de transferencia aminoacil; ARNm: 4cido
ribonucléico mensajero; GTP: guanosin trifosfato; GDP: guanosin difosfato; Pi: fosfato inorgi-
nico; 5”: extremo 5°del ARINm; 3 ": extremo 3 “de]l ARNm.

Estos procesos de elongacion y translocacién para cada aminoicido se reali-
zan sucesivamente acompafiados por los ciclos de los factores de elongacién
formando la cadena peptidica.

Los procesos de elongacién de la cadena peptidica dejan libre el codén de ini-
ciacién para la formacién de un segundo ribosoma que sintetizar4 la misma cade-
na peptidica. Esto ocurre sucesivamente hasta que se organicen aproximadamente
unos 10 a 13 ribosomas sobre el mismo ARNm, formindose el organelo
polirribosoma o polisoma. La distancia entre dos ribosomas sucesivos del
polirribosoma o polisoma es aproximadamente 80 nucle6tidos del ARNm. El
ARNm forma un dngulo de 160° dentro de cada ribosoma, cuando se forman
varios ribosomas sobre el mismo ARNm se encuentran a distancias equidistantes,
lo que produce su aspecto en espiral o caracol en las observaciones al ME (Fig; 1.1 P).
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Figura 5.5. Esquema de la continuacién de la elongacién de la cadena
peptidica y translocacién del ribosoma y del ARNm.

Los factores de elongacién procaridticos (EF) estdn representados por circulos y en su interior
las letras con que se designan. A. La peptidil transferasa (PT) de la gran subunidad ribosomal
cataliza la unién peptidica entre el extremo carboxilo de la formilmetionina (fimet) y el extremo
amino del aal, al mismo tiempo interviene el EF-G activo e interviene en la translocacién del
siguiente codén del ARNm sobre el ribosoma. El sitio aminoacil del ribosoma queda libre, en el
sitio peptidil se ubica el ARNt-aaq unido a la fmet y se libera el primer ARNt que llevaba la
fmet. B. El EF-Tu lleva ¢l segundo ARNt-aay al sitio A libre. C. Se afiade un nuevo aay y de
nuevo el ribosoma es translocado sobre el ARNm. D. La cadena peptidica naciente (aa2-aal-
fmet) estd al ARNt del aay y ocupa el sitio P del ribosoma, de nuevo queda libre el sitio A para
que se contintie la elongacién de la cadena peptidica.

PT: peptidil transferasa; NHy: extremo amino terminal de la proteina; fmet: formilmetionina;
ARNt-aa: 4cido ribonucleico de transferencia aminoacil; ARNm: icido ribonucleico mensaje-
ro; ARNt: dcido ribonucleico de transferencia; GTP: guanosin trifosfato; GDP: guanosin
difosfato; Pi: fosfato inorginico; 5”: extremo 5 del ARNm; 37: extremo 3“del ARNm.
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Cuando el ARNm presenta en el sitio A el codén stop o de finalizacién de la
sintesis proteica, no es reconocido por ningan anticodén de los ARNt-aas y deter-
mina la culminacién de la sintesis proteica.

5.1.2.3. Finalizacién de la sintesis proteica

Durante la finalizacion de la sintesis de la proteina, los factores de liberacion
o finalizacién (RF) permiten la liberacién de la cadena peptidica neo-sintetizada,
de las dos subunidades del ribosoma, del tiltimo ARNt y del ARNm (Fig. 5.6). En
las células eucaridticas se ha identificado un sélo factor de liberacién: el eRF y en
las células procariéticas dos: el pRF-1y el pRF-2, que reconocerian los 3 codones
stop de sintesis, pero no se conocen sus mecanismos moleculares.
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Figura 5.6. Esquema hipotético de la finalizacién de la sintesis peptidica.
El factor de finalizacién o liberacién (RF) reconoceria el codén stop del sitio aminoacil y libera-
ria la cadena peptidica neosintetizada del altimo ARNt (u) y del ARNm. Al mismo tiempo, el
ribosoma se disocia en sus dos subunidades.

RF: factor de liberacién o finalizacién de la sintesis proteica; aa: aminoicido; NHy: extremo
amino terminal de la cadena peptidica; COOH: extremo carboxd terminal de la cadena peptidica;
ARNL: dcido ribonucléico de transferencia; ARINm: dcido ribonucléico mensajero.

5.2. LUGARES DE LA SINTESIS PROTEICA

Los tres procesos que se acaban de describir (iniciacién, elongacién y finaliza-
c16n) son comunes para la sintesis de todas las proteinas en la célula, ya sea en el

168 Elaboracion y distribucion de substancias



Biologia Molecular de la Célula Eucaridtica Animal

citosol realizados por los polirribosomas (polisomas o ribosomas libres), o ya
sea por los ribosomas del Reticulo Endoplismico denominado Reticulo
Endoplasmico Rugoso (RER). El término rugoso indica la presencia de
ribosomas sobre su membrana al contrario del Reticulo Endoplasmico Liso (REL)
que no los contiene. Los términos de RER y de REL se establecieron inicialmente
de acuerdo a la observacién de las células en el ME, antes de conocer sus funcio-
nes. Generalmente, el RER se presenta como un conjunto de cisternas delgadas
unas sobre las otras, de 40 a2 70 nm de espesor, decoradas por los ribosomas en el
lado citosélico de sus membranas. La localizacién de este organelo es a menudo
perinuclear (Fig. 1.1 RER). Mientras que el REL es una estructura tubular desor-
denada y un conjunto de vesiculas redondeadas, ovoides y alargadas (Fig. 1.1 REL).
Cuando la funcién de una célula es secretar proteinas tiene un RER muy abun-
dante, pero si es la de secretar lipidos contiene un abundante REL.

La célula eucariética tiene dos regiones determinadas por la presencia de la
membrana plasmatica y de organelos con membrana. Por un lado, como en todas
las células, la membrana plasmaitica delimita el medio intracelular (regién
citoplasmica o citosélica) del medio extracelular (regién exoplismica) (Fig. 1.1
M). Por otro lado, tinicamente en las células eucariéticas, las membranas de los
organelos delimitan las regiones interiores de los organelos consideradas como
equivalentes, pero no iguales, a la regién exopldsmica. La presencia de los
polirribosomas y del RER como lugares diferentes de la sintesis proteica permite
a la célula seleccionar las proteinas que irdn a las regiones exoplismicas y a las
membranas, de las que son destinadas a la regién citosélica. La célula puede con-
trolar asf los procesos de sintesis, de maduracién y los destinos finales adecuados
de las proteinas. Mis adelante veremos ¢émo se realiza esta distribucién.

Las mitocondrias y los cloroplastos representan el tercer lugar de sintesis de
proteinas. Efectivamente, el ADN mitocondrial humano codifica para trece pro-
tefnas y su sintesis se realiza en la matriz mitocondrial por sus ribosomas y los
ARNty aa transportados del citosol. En los cloroplastos también se realiza sintesis
de proteinas a nivel de su membrana tilacoidea y de su matriz.

Los ribosomas que intervienen en la sintesis de proteinas en el RER y en los
polirribosomas son idénticos. Sus dos subunidades se encuentran disociadas en el
citosol cuando no estin sintetizando proteinas y se unen en el citosol para formar
el ribosoma de los polirribosomas o del RER (Fig. 5.7). Al observar al ME las
subunidades ribosomales se pueden confundir con elementos del citoesqueleto u
otras ribonucleoproteinas, pero se pueden diferenciar con técnicas
Inmunocitoquimicas.
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Figura 5.7. Ciclo de las subunidades ribosomales.

Las subunidades ribosomales se encuentran disociadas en el citosol. Cuando participan en la
sintesis proteica se unen para formar los ribosomas (1) del los polirribosomas o del Reticulo
Endoplismico Rugoso (RER). Al finalizar la sintesis de la cadena polipeptidica, el ribosoma se
disociada de nuevo y sus subunidades liberadas al citosol (2).

5.2.1. Péptido senal RE

El mecanismo que utiliza la célula para realizar la sintesis de unas proteinas en
el citosol y otras proteinas sobre el RER se encuentra en los genes mismos que
codifican a las proteinas. En efecto, la sintesis de todas las proteinas empiezan en
el citosol. Pero las proteinas que deben seguir su sintesis sobre RER tienen una
sefial molecular bajo la forma de una secuencia peptidica sintetizada al inicio del
extremo amino terminal. Cuando existe esta secuencia peptidica de sefial del Re-
ticulo Endopliasmico, llamado péptido seftal RE (denominada antes Secuencia
de Senal), la sintesis proteica en el citosol se interrumpe, y no prosigue sino hasta
encontrar el RER (Fig. 5.8). Si la cadena peptidica naciente no tiene el péptido
sefial RE, se contindia la sintesis proteica en el citosol. Los ribosomas siguen
ensamblindose sobre el ARNm, formando asi un polirribosoma, y la sintesis de la
proteina se realiza totalmente en el citosol (Fig. 5.7 Polirribosoma). Las proteinas
sintetizadas por los polirribosomas tienen sefiales en sus extremos amino terminal
o pequefias secuencias de aas intercaladas en la cadena peptidica que determinan
e intervienen en su transporte al sitio exacto de su destino final, ya sea la
mitocondria, €l cloroplasto o el niicleo (Ver 5.2.2).
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Figura 5.8. Ciclo de la particula de reconocimiento de sefial (SRP).

A. Exposicién del péptido sefial RE en la cadena peptidica naciente.

B. La SRP se une al péptido sefial RE e interrumpe la sintesis proteica en el citosol.

C. Translocaci6n del ribosoma sobre la membrana de]l RER.

D. Un receptor especifico de la membrana de RER reconoce la SRP asociado al complejo de
sintesis proteica.

E. Se organiza el aparato translocador en la membrana del RER y permite el paso de la cadena
peptidica naciente y la SRP se une a un GTP

E La SRP se libera en el citosol por la hidrdlisis del GTP.

G. La sintesis de la proteina continda.

SRP: particula de reconocimiento del péptido sefial RE; GTP: guanosin trifosfato; GDP: guanosin
difosfato; Pi: fosfato inorginico.

El péptido sefial RE esti constituido por los primeros 20 a 30 aminodicidos del
péptido naciente y tiene 10 a 12 aminoicidos hidrofébicos en su centro (Fig. 5.8
A). Este péptido senal RE es reconocido por una ribonucleoproteina translocadora,
llamada Particula de Reconocimiento de Sefial (SRP) que se encuentra en el
citosol. La SRP se une al péptido sefial RE (Fig. 5.8 B) ¢ inmediatamente ocupa el
sitio aminoacil del ribosoma (Fig. 5.8 C) interrumpiendo la sintesis proteica y
luego lleva todo el complejo de sintesis proteica sobre el RER. La membrana del
RER contiene un receptor de la SRP (denominada antes proteina de anclaje)
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que se une a la SRP asociada al complejo de sintesis proteica (Fig. 5.8 D). En esta
etapa ocurren dos procesos simultineos: uno es la separacién del ribosoma de la
SRP-receptor, que libera al mismo tiempo la cadena peptidica naciente; y el otro
es la translocacion del péptido naciente a través de la membrana del RER por la
formacién del aparato translocador de esta membrana (Fig. 5.8 E y F). La separa-
ci6n del SRP-receptor del ribosoma se realiza gracias a la unién de un GTP a una
proteina de 54 kD de la SRP (homologa a una proteina G), que cambia su confor-
macién. Luego la SRP hidroliza el GTP liberandose del receptor y adquiriendo de
nuevo su conformacién inicial para volver a realizar el proceso con otro ribosoma
que presente el péptido sefial RE (Fig. 5.8 flecha entre F y G). En el ribosoma
sobre la membrana del RER se continda la sintesis de la proteina (Fig. 5.8 G).

La cadena peptidica naciente liberada de la SRP entra en contacto con la mem-
brana del RER (Fig. 5.9 A). Esta interaccién activa los elementos del aparato
translocador (antes llamado riboforinas), es decir que las proteinas que lo cons-
tituyen forman un “poro acuoso” en la membrana del RER, permitiendo la
translocacién de la cadena naciente a través de ella (Fig. 5.9 B). La cadena peptidica
sigue creciendo y atravesando en forma de bucle, porque el péptido sefial RE, por
ser hidrofébico, se queda anclado en el aparato translocador durante la sintesis
proteica (Fig. 5.9 B, C y D). El aparato translocador es una estructura dinimica y
estd constituido por muchas subunidades proteicas; se forma por el contacto del
bucle de la cadena peptidica naciente con la membrana del RER (Fig. 5.8 E). El
aparato translocador se mantiene abierto durante el resto de la fase de elongacién
de la cadena peptidica y se desorganiza cuando el ribosoma se libera después de
haber finalizado la sintesis proteica (Fig. 5.9 E). Cuando culmina la sintesis proteica
el péptido sefial RE es separado de la cadena peptidica recién sintetizada por la
peptidasa de sefial del RER (Fig. 5.9 E). La protedlisis del péptido sefial RE
puede dejar la proteina sintetizada en dos posiciones diferentes. Primero, cuando
la translocacién es total, es decir que el dltimo aa de la proteina entra a la luz del
RER, la proteina se libera en la luz del RER (Fig. 5.9 E). En el segundo caso la
translocacién no es completa, es decir que las proteinas no atraviesan totalmente
la membrana del RER y quedan insertadas o ancladas en la membrana del RER y
conforman las proteinas de las diferentes membranas de la célula, excepto las
membranas de las mitocondrias y de los cloroplastos. Las protefnas liberadas en el
interior del RER pueden tener dos destinos: hacia el exterior de la célula como
producto de secrecién o al interior de otros organelos con membrana, excepto
mitocondrias y cloroplastos.

Cuando se sintetizan las proteinas de membranas, para impedir una
translocacién completa, las proteinas tienen, ademds del péptido sefial RE, otro
péptido sefial denominado de pare de transferencia peptidica (stop-
transferpeptide) (Fig. 5.10 A). El péptido de pare de transferencia no deja pasar mis
la cadena peptidica a través del aparato translocador, porque es una secuencia de
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Figura5.9. Esquema del mecanismo de la penetracién de la cadena na-
ciente a través de la membrana del RER por el aparato translocador y
culminacién de la sintesis en el RER.

A Formacidn del aparato translocador.

B. Paso de la cadena peptidica naciente a través del aparato translocador.

C. y D. Continuacién de la sintesis peptidica en el RER.

E. Separacién del péptido sefial RE y liberacién de la proteina en la luz del RER.

ARNm: acido ribonucléico mensajero; RER: reticulo endoplasmico rugoso; Mem. RER: mem-
brana del RER; NH,: extremo amino terminal de la proteina; COOH: extremo carboxil ter-
minal de la proteina.

25 a 30 aas hidrofébicos en una estructura de a-hélice (Fig. 2.4). En este caso, la
parte del polipéptido que se continda sintetizando inmediatamente después del
péptido sefial pare de transferencia queda en el lado citosélico de 1a membrana del
RER (Fig. 5.10 B). Cuando se acaba la sintesis proteica de la proteina de membra-
na (Fig. 5.10 C), la peptidasa de sefial separa el péptido sefial RE, y la proteina
queda insertada en la membrana del RER por el péptido sefial pare de transferen-
cia (Fig. 5.10 D). Estas proteinas insertadas en la membrana del RER son destina-
das a la membrana plasmaética y a las membranas de todos los otros organelos,
excepto de nuevo las membranas de las mitocondrias y de los cloroplastos.

5.2.2. Sefales de direccionamiento
Ademas del péptido sefial RE, que determina el paso a través de la membrana

del RER, existe otro mecanismo por el cual proteinas sintetizadas en los
polirribosomas atraviesan la membrana del RER. Este mecanismo de transporte
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Figura 5.10. Esquema de insercién de las proteinas en lamembrana del RER.
A. El péptido de sefal de pare de transferencia se queda en la membrana del RER.

B. Continuacién de la sintesis proteica.

C. Culminacién de la sintesis proteica y la separacién del péptido sefial RE.

D. La proteina queda insertada en la membrana.

ARNm: icido ribonucleico mensajero; RER: reticulo endoplismico rugoso; Mem. RER: mem-
brana del RER; NH»: extremo amino terminal de la proteina; COOH: extremo carboxil ter-
minal de la proteina.

citosdlico o direccionamiento de proteinas en el citosol hacia el RER es excepcio-
nal pero se presenta. Existen protefnas citosélicas que reconocen protefnas especi-
ficas sintetizadas en el citosol que tienen una secuencia llamada sefial de
direccionamiento para el RER (Fig. 5.11 S.RER) y las transportan al RER. Dos
familias diferentes de proteinas reconocen las sefiales peptidicas diferentes al
péptido sefial RE: las proteinas chaperonas y las protefnas de choque térmico 70
(hsp70). Las hsp70 ejercen también la funcién de chaperonas pero se diferencian
de ellas porque complen otras funciones en las células. Aparentemente las protei-
nas chaperonas y las hsp-70 intervienen en el desplegamiento de las proteinas
sintetizadas por los polirribosomas, y las acompafian hasta su destino final inclu-
yendo la translocacidn a través de la membrana blanco, como en las membranas
de las mitocondrias y de los cloroplastos. El mismo mecanismo puede intervenir
para la insercién (o anclaje) en la membrana del RER de proteinas sintetizadas en
el citosol con sefial de direccionamiento para el RER. En la membrana del RER
existen dos proteinas que intervienen en la translocacién de las protefnas con se-
fial de direccionamiento RER sintetizadas por los polirribosomas y transportadas
por las hsp70 (Fig. 5.11 S.RER). Estas dos protefnas de la membrana del RER

174 Elaboracién y distribucion de substancias



Biologia Molecular de la Célula Eucaridtica Animal

S.RER

Citoso! Q \‘

154 h%?h )

RER

Figura 5.11. Anclaje en la membrana del RER de una proteina sintetiza-

da en el citosol.
S.RER: sefial de direccionamiento para el RER; Ch: proteina chaperona; RER: Reticulo

Endoplasmico Rugoso; 1y 2: protefnas que permiten el paso y la insercién de la proteina en la
membrana del RER.

actuarian como el aparato translocador (Fig. 5.11 1y 2). Existen también
translocaciones a través de la membrana del RER de proteinas sin sefiales en sus
extremos amino terminal, pero sus mecanismo no se conocen. Este direccionamiento
sugiere la existencia de otras sefiales, diferentes al péptido sefial RE, que determi-
nan el destino final de una proteina, no solamente para el RER sino para otros
organelos como las mitocondrias, los cloroplastos, los peroxisomas y el nicleo.

Efectivamente se han encontrado sefiales denominadas sefiales de parche o
internas, porque estdn constituidas por pequenas secuencias de 3 a 4 aas reparti-
das en la cadena peptidica de la proteina que se orientan en una misma regién de
la proteina cuando se repliega. La sefial de parche de algunas protefnas destinadas
al nicleo interactda con el complejo del poro nuclear para poder atravesarlo. Se
piensa que estas sefiales determinan su reconocimiento por las proteinas chaperonas
o de choque térmico que las transportan a través del citosol para que lleguen al
organelo blanco.

Las proteinas destinadas a las mitocondrias presentan una sefial en el extremo
amino de la protefna y se caracteriza por tener 15 aas hidrofébicos basicos (princi-
palmente arginina y lisina) intercalados entre los primeros 30 aas, denominado
péptido sefial Mit (antes se llamaba secuencia lider). Algunas tienen sefiales par-
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che de aas no cargados. Se ha encontrado receptores en las dos membranas de la
mitocondria que interactGan con las sefiales y los aparatos translocadores de pro-
teinas por donde atraviesan las proteinas a la mitocondria (Ver 6.1.4.2). En las
proteinas destinadas a los cloroplastos se presenta también un péptido sefial Clo,
similar al de la mitocondria. Las proteinas de la tercera membrana del cloroplasto,
la tilacoidea, tienen un péptido sefial Til localizado inmediatamente después del
péptido sefial Clo. En la matriz de los dos organelos se encuentra la peptidasa de
senal que elimina los péptidos de sefial cuando la proteina entra a esos organelos.

Por altimo, se han encontrado péptidos de sefales de “estancia” o “permanen-
cia” en un compartimento preciso de la célula. Como la que se encuentra en las
protefnas que se quedan en la luz del RER, denominada sefial de retencién del
RER. Las sefiales de retencidén del RER son motivos en la secuencia peptidica que
son reconocidos en la luz del organelo y hacen que se queden en el organelo.
Entre estos motivos se encuentran el dilisina en el extremo carboxi terminal y el
diarginina en el extremo amino terminal. Ya se han descrito y caracterizado alre-
dedor de 50 proteinas que se quedan en el RER por estas sefiales de retencidn.

Como se ha mencionado, todas las proteinas empiezan su sintesis en el citosol
(salvo algunas proteinas dentro de la mitocondria y de los plastidios). Su destino
ulterior depende de la secuencia de sus aas, que puede contener cualquiera de las
sefales anteriormente mencionadas. Estas sefiales se denominan en conjunto las
sefiales de direccionamiento (sorting signals), por ser diferentes al tan conocido
péptido sefial RE. Las sefiales de direccionamiento orientan la localizacién de la
proteina fuera del citosol. La mayoria de las proteinas sintetizadas por los
polirribosomas no tienen una sefial de direccionamiento y en consecuencia se
quedan en el citosol. Muchas otras, sin embargo, tienen sefiales de direccionamiento
especificas que orientan su transporte a través del citosol hacia el nicleo, o al RE,
o a las mitocondrias, o a los plastidios, o a los peroxisomas. Las sefiales de
direccionamiento pueden también orientar el transporte de las protefnas del RER
hacia otros destinos dentro de la célula.

Las proteinas sintetizadas en el RER viajan dentro de vesiculas, en algunos
casos recubiertas, hasta el complejo de Golgi (CG). En otros casos se forman
tibulos tapizados que se liberan del RER con las proteinas en su interior y se
fusionan con la membrana del complejo de Golgi (Fig. 5.13).

5.3. MADURACION DE LAS PROTEINAS

Muchas proteinas sufren modificaciones después de su sintesis en el citosol o
en el RER para poder llegar a ser maduras, es decir funcionales.
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5.3.1. Maduracién en el RER

Para las proteinas sintetizadas en el RER, algunas modificaciones se inician en
él y se culminan en el CG o en las vesiculas de secrecién o en el exterior de la
célula, otras se realizan totalmente en el RER o en el CG.

La proteina disulfida isomerasa cataliza la oxidacién del grupo sulfidril libre de
las cisteinas para formar las uniones disulfido o puentes disulfuro, que permiten
a la cadena polipeptidica replegarse y formar la estructura terciaria de las proteinas.

Una proteina chaperona llamada binding protein de la luz del RER impide el
repliegue incorrecto de la cadena peptidica y también inhibe que se formen agre-
gados de las proteinas recién sintetizadas que entran totalmente a la luz del RER.

Muchas de las protefnas sintetizadas en el RER son glicosiladas en este organelo
dando origen a las glicoproteinas. El proceso de glicosilacién proteica mejor co-
nocido, es el de la transferencia en bloque de un oligosacirido compuesto por 2
N-acetilglucosaminas (GlcNac), 9 manosas (Man) y 3 glucosas (Glc) al grupo
amino de la asparagina en la proteina naciente que comienza su translocacién a la
luz del RER (modificacién cotraduccional). Esta unién se denomina N-osidica o
unién a la asparagina.

La transferencia de este oligosacirido sobre la asparagina hace intervenir una
molécula lipidica anclada en la membrana del RER, llamado dolicol que es un
poliisoprenol, sobre el cual la cadena oligosacaridica ests fijada por medio de un
pirofosfato (Fig. 5.12). El dolicol fosfato traspasa en bloque la cadena oligosacirida
a la cadena peptidica naciente.

Citosol
Doiicoi

QE:}

en crecimiento

X

Otigosacarido unido al §
Figura 5.12. Iniciacién de la glicosilacién N-osidica de las proteinas en el RER.

El dolicol fosfato traspasa en bloque la cadena oligosacarida a la cadena peptidica naciente en la

luz del RER.

Mem: membrana del RER; Asn: asparagina; P: fosfato; O: N-acetilglucosamina; ©: Manosa;
O: Glucosa.
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A todas las glicoproteinas N-osidicas se les une inicialmente este oligosacirido,
aunque sufran otras modificaciones durante su maduracién final. Efectivamente,
4 aziicares se eliminan en el RER y 5 otros en el CG, para dejar un niicleo
pentasacdrido comiin a todas las glicoproteinas N-osidicas, que estdn indicadas
en el siguiente esquema:

Nicleo comiin

aa s Z 1
(:Z=O . # Man-Man-Man-Gle-Gle-Gle
H-(;-CHZ-C—NH-GIcNaG- GlcNac- Man
N-H O \ /MamMﬁn
a:a Man
Serina o Treonina Man-Man
aa 1
!
* “Asparagina

Luego de su traslado en bloque del oligosacarido y de culminada la sintesis
peptidica, se eliminan azdcares en el RER: la glucosidasa I elimina la glucosa 1 del
esquema anterior; la glucosidasa IT elimina las glucosas 2 y 3; y la manosidasa del
RER la manosa 1. Estas modificaciones, denominadas postraduccionales, son cam-
bios posteriores a la sintesis peptidica.

La modificacién postraduccional da como resultado el siguiente glicopéptido,
que viaja del RER al CG por medio de vesiculas.

Niicleo comiin

.
.

ala /Man—Man—Man
Asparagina-GlcNac- GlcNac- Man
t & Man-Man
aa Vs
i Man
: . .
Man

5.3.2. Maduracién en el complejo de Golgi

El complejo de Golgi (CG) se localiza generalmente cerca del niicleo y en las
células animales rodea el centrosoma. En el ME se ve como un conjunto de cister-
nas empiladas, delgadas, con dilataciones en los bordes rodeadas de muchas vesi-
culas. Entre el RER y el CG se encuentran unas cisternas dilatadas en forma de
tibulos denominado compartimento intermedio (CI) que es continuacién del
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RER pero no presenta ribosomas. El CG se agrupa en tres regiones denominadas
cis, medial y trans (Fig. 5.13). La regién cis estd constituida por redes tubulares
orientadas hacia el RER, por eso se le llama red-cis-Golgi y no por cisternas como
se crefa. La red-cis-Golgi se contintia con la regién medial constituida por cisternas
delgadas en el centro y dilatadas en la periferia del organelo, pero periédicamente
son discontinuas por una zona tubular. La regién trans se subdivide en dos: la
primera consiste en cisternas discontinuas en el centro del organelo que se dilata
hacia la periferia y hacia al centro formando una red tubular; la segunda, son re-
des tubulares asociadas en forma de esfera, denominada red-trans-Golgi. Esta red
varfa en su estructura en diferentes tipos celulares y su tamafo depende de la
cantidad de trifico de proteinas a través de ella.

Hay que afiadir que se encuentran muchas vesiculas dentro y alrededor del
CG que transportan moléculas. Estas vesiculas pueden provenir del RER, del
mismo CG o de la membrana plasmitica.

SRR P PRSI o

cumy P ampgum
Vesiculns con proteinas
ﬁ U inmaduras

ﬁ:‘ e

¢ moduras S #
< o &

Figura 5.13. Esquema del complejo de Golgi.
1: red-cis-Golgi; 2: cisternas medial; 3: cisternas trans; 4: red-trans-Golgi; RER: reticulo
endoplismico rugoso; ClI: compartimento intermedio.

El CG tiene doble polaridad: una morfolégica y otra funcional. Las proteinas
recién sintetizadas en el RER viajan en vesiculas y entran al CG por la red-cis-
Golgi, pasan a través del empilamiento de cisternas medial y trans y a través de la
red-trans-Golgi para dirigirse hacia su destino. El destino final de estas proteinas
se determina durante este viaje donde las proteinas sufren modificaciones (madu-
racién). Las vesiculas con una direccién ya determinada dejan el CG a nivel de la
red-trans-Golgi.
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Al CG se le designa también la fibrica de carbohidratos, porque sintetiza y
afiade la porcién oligosacirida de las glicoproteinas, de los proteoglicanos y de los
glicolipidos.

5.3.2.1. Glicosilacién

El oligosacirido de la glicoproteina que proviene del RER sigue perdiendo
aziicares al inicio de su travesia en el CG. En el siguiente esquema se indica la
eliminacién de mas aziicares por enzimas de la red-cis-Golgi: la manosidasa I eli-
mina las manosas 1y 2; y la manosidasa II las manosas 3, 4 y 5, dejando sélo el
nicleo pentasacarido comun.

Niicleo comiin

: g 1
aia Man-Man-Man
Asn-GleNac-GleNac-Man” 4 3

: \ Man-Man
aa o

t Man

: N Man

3

En algunas glicoproteinas sélo se eliminan dos moléculas de manosa, dejando
solamente tres de ellas, formandose una glicoproteina cuya ramificacién glucosidica
se llama oligosacéarido de tipo rico en manosa, como se ilustra a continuacién:

Nicleo comiin

Regibén terminal

: Man-Man
vV

ala 2 Man\

%:n—GIcNac—G[cNac—Man\ Man

| Man
Oligosacarido de tipo rico en manosa

Las cadenas oligosacaridicas cuyas cinco manosas se eliminan quedan sélo con
el niicleo pentasacirido comin. Sobre las dos manosas libres se afiaden primero el
N-acetilglucosamina (GlcNac) en las cisternas medial , en seguida la galactosa (Gal)
y por tltimo el dcido N-acetilneuraminico (dcido sidlico o NANA) en la cisternas
trans. Asf se forman las glicoproteinas mis abundantes y cuya ramificacién
glucosidica se llama oligosacérido de tipo complejo.
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Nicleo comun

Regién terminal

E /G]l@N&@mG&ILmNANA
aia Man
;}sn-GIcNac-GIcNac-Mani \G]IGN@G-G@}I-NANA
aEa Man e

; GlecNac-Gal-NANA

Oligosacarido de tipo complejo

En el anterior esquema se muestra el oligosacirido complejo de las glicoproteinas
mAs comin, el triantenario o de tres ramas, pero pueden ser también dos o cuatro
ramificaciones. Ademds, se pueden encontrar ramificaciones a nivel de las galactosas.
La fucosa puede adicionarse sobre el GlcNac del nticleo comiin. Frecuentemente la
regién terminal puede ser truncaday contener solo GlcNacy Gal, o solamente GlcNac.

La formacién de la regién terminal sobre el ntcleo pentasacirido es realizada
por tres enzimas glicosiltranferasas que se encuentran en la membrana de las dife-
rentes regiones del CG. Estas enzimas acttian rigorosamente en forma secuencial,
para que el orden de adicion sea de uno en uno. Los aziicares son activados en el
citosol por la unién de un nucleétido (Fig. 5.14) y atraviesan la membrana del CG
a través de las glicosiltransferasas que se encuentran en la membrana de las regio-
nes del CG. Las mismas enzimas afaden el azdcar al niicleo comin de
oligosacaridos en la luz del organelo.

Mediol Cisternos Trons Red Trans

Citosol
Hupe @uoe Heowe
]2 % Mem.
upP DU(gg: CMP

Niicleo b UMP S Glicoproteing 74
Qligosacaridico -Luz del Complejo de Golgt

Figura 5.14. Sintesis en el CG de la regién terminal de oligosacaridos com-
plejos sobre una glicoproteina de membrana.

La regién terminal se forma por la adicién secuencial de N-acetilglucosamina ( [] ) por la N-
acetilglucosamin-transferasa (1) en las cisternas medial, la galactosa ( @ ) por la galactosil-
transferasa (2) y el N-acetilneuraminico o 4cido sidlico ( A ) por la N-acetilneuramintrans-

ferasa (3) en las cisternas frans. La glicoproteina formada sale de la red-trans-Golgi anclada en la
membrana de una vesicula.

UDP: undin difosfato; UMP: uridin monofosfato; Pi: fosfato inorginico; CMP: Citidin monofosfato.
O: manosa.
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Los motivos oligosacaridos de las glicoproteinas tienen muchas funciones: pue-
den intervenir en los fenémenos de reconocimiento entre las células o el
direccionamiento hacia un tipo celular especifico. Por ejemplo, los hepatocitos de
mamiferos poseen un receptor para la galactosa, que captan las glicoproteinas con
oligosacirido complejo cuando pierden su 4cido sidlico (NANA) terminal por
accién de una neuroaminidasa en el plasma. Asi los hepatocitos sacan estas protei-
nas desactivadas de la circulacién en pocos minutos. Otro ejemplo, es el sistema
ABO de los grupos sanguineos que estin determinados por los azticares externos
de la regidén terminal como se muestra en el siguiente esquema:

Grupo A Grupo B Grupo O
, GlcNac , Gal
GlcNac-Gal o N N
Pé Fucosa Fucosa Fucosa
proteina-GlcNac-GleNac-Gal
N . Fucosa p Fucosa Fucosa
GlcNac-Gal ) *
N GlcNae Gal

El grupo A estd determinado por dos GlcNac terminales; en el grupo B los
GlcNac son reemplazados por la Gal; y el grupo O no contiene azticares en estas
posiciones, sino se termina por las dos fucosas comunes de los tres grupos sangui-
neos. El grupo AB se caracteriza por terminar con un GlcNac y una Gal en estas
posiciones.

En el CG, ademis de la glicosilacién N-osidica, también se realiza la O-osidica
sobre la serina o la treonina o la hidroxilisina, pero son menos frecuentes y su
mecanismo es muy poco conocido. Generalmente comienza con N-
acetilglucosamina, seguido de unos 10 o mis azficares.

Los proteoglicanos, componentes abundantes de la matriz extracelular y del
mucus, estin constituidos por un eje central proteico y por muchas cadenas largas
de aziicares que se unen al €je proteico. La glicosilacién de los proteoglicanos se
hace inicialmente sobre las serinas donde se forma un tetrasacirido constituido
por la xilosa seguida de dos galactosas y un 4cido glucurénico. Sobre el 4cido
glucurénico se adicionan disaciridos repetidos en un gran nimero conformando
la regién de glicosaminoglicanos de los proteoglicanos. Estos disaciridos son N-
acetilglucosamina unido a otro azicar, que pueden ser el dcido glucurdnico, el
heparin sulfato, el queratin sulfato o la galactosa. Existen proteoglicanos que que-
dan anclados a la membrana y conforman los proteoglicanos de la membrana,
importantes en el reconocimiento y unién entre las células de un mismo tejido.

’
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En algunos casos también se sulfata la tirosina del e¢je central luego de la
glicosilacién. Los glicosaminoglicanos son ensamblados en el CG e inmediata-
mente después son sulfatados en el mismo organelo.

Se encuentran también en el CG, las enzimas necesarias para la glicosilacién
de los lipidos y la elongacién de las cadenas oligosacaridicas de los glicolipidos,
PEro su mecanisimo ain no se conoce.

Dado que la glicosilacién es un mecanismo muy complejo en el que estin
involucrados los oligosaciridos de las glicoproteinas y de los glicolipidos, cuyas
funciones son muy importantes, pero la mayoria de éstas son aiin desconocidas.
Entonces, écuil es el propésito de la glicosilaciéon?

La glicosilaciéon N-osidica es predominante en todas las células eucariética in-
cluyendo las levaduras, y ausente en las procariéticas. Este tipo de glicosilacién se
encuentra en la gran mayoria de las glicoproteinas (90%) transportadas a través del
RER y del CG, se ha pensado que sus funciones deben ser ayudar a este proceso
de transporte. Porque cuando se bloquea la glicosilacién de las protefnas no se
pliegan correctamente precipitindose en el RER y no son transportadas; pero la
mayoria de las proteinas conservan su funcién aunque no sean glicosiladas si ésta
no depende de la regién glicosilada. El 10% de las glicoproteinas sintetizadas por
las células son glicosiladas en el CG por medio de una unién O-osidica.

A causa de que los aztcares, las glicoproteinas tienen una flexibilidad limitada.
Porque, aunque sea pequefio un oligosacirido sobresale de la superficie de una
proteina y en consecuencia limita el acercamiento de otras macromoléculas a su
superficie. De este manera, por ejemplo, la presencia de los oligosaciridos tiende
a hacer relativamente mis resistente una glicoprotefna a la digestién por proteasas.

Otro ejemplo es la funcién de adhesién intercelular ejercida por la porcién
glucidica de las glicoproteinas y de los glicosaminoglicanos de la membrana
plasmitica como las selectinas, caderinas o integrinas.

5.3.2.2. Separacion proteolitica

Las protefnas sintetizadas en el RER que van a ser secretadas, generalmente
sufren separacién proteolitica (clivage). Esta es otra modificacién que permite la
maduracién de proteinas. Las reacciones de separacién proteolitica se realizan en
el trinsito de las protefnas a través del CG, y se contintian hasta la exocitosis del
producto de secrecién. Un ejemplo tipico es la conversién de la proinsulina en
insulina (Fig. 5.15), que se realiza por medio de la separacién del péptido de
conexién de la proinsulina. La precisién de esta protedlisis implica la accién de
peptidasas especificas.
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Figura 5.15. Esquema de la separacidén proteolitica de la proinsulina en
insulina.

La proinsulina estd compuesta por un polipéptido de 84 aas, para volverse insulina es separado
en el a2 30 y 63, dejando las cadenas A y B unidas por dos puentes disulfuros.

La separacién proteolitica puede dar diferentes productos a partir de una cade-
na peptidica, llamada poliproteina, porque da origen a diferentes proteinas de
actividad bioldgica a veces completamente diferente. El caso mas demostrativo es
el de un péptido de 3.100 dalton, la proopiomelanocortina (Fig, 5.16), llamada as{
porque es el precursor de una substancia cuya accién recuerda aquella del opio (f-
endorfina), de 3 tipos de hormonas estimulantes de melanocitos (MSH q, f v ¢.),
y de la adrenocorticotropina (ACTH).
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Figura 5.16. Separacién proteolitica de la proopiomelanocortina.
En la cadena polipeptidica del precursor, las argininas y las lisinas que sirven de referencia para
la separacién por accidn de las proteasas estin indicadas por las lineas verticales (Shepherd, 1988).

MSH: hormona estimulante de melanocitos; ACTH: adrenocorticotropina; Lp: lipotropina.

4
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El precursor de cada una de estas moléculas esti dotado de un par de
aminoicidos bisicos, arginina o lisina que son el sitio de reconocimiento de las
proteasas especificas. Este mismo mecanismo se encuentra para otros precurso-
res, como el de la proinsulina. Parece que la manera en que el precursor es separa-
do puede modificarse ya sea de acuerdo al tipo celular o ya sea segtin las circuns-
tancias fisiolégicas dentro de un mismo tipo celular.

Hay que anotar también la separacién proteolitica extracelular que se presenta
en un gran nimero de productos de secrecién como las enzimas digestivas el
quimiotripsinégeno y el tripsinégeno. La secrecién de estas moléculas como pre-
cursores no activos es un mecanismo de proteccién de la célula, para luego ser
activadas en el tubo digestivo. Este mismo mecanismo se encuentra en numerosas
proteinas del plasma como las responsables de la coagulacién.

Ademis de las anteriores modificaciones que maduran las proteinas y los lipidos,
el CG adiciona también metales, grupos sulfatos y fosfatos, y lipidos a las proteinas.

5.3.2.3. Otras adiciones

La unién por puentes disulfuro entre diferentes cadenas peptidicas se realiza
en el CG como el ensamblaje de los anticuerpos que estidn constituidos por cuatro
moléculas peptidicas.

A algunas proteinas de secrecién se afiaden también 4cidos grasos, se piensa
que por una unién covalente sobre una cisteina o una serina de la proteina. Esta
reaccién se denomina acilacién.

El zinc, los grupos sulfatos o fosfatos, o los proteoglicanos facilitan la concen-
tracién de moléculas en las vesiculas de secrecién. Por ejemplo, la adrenalina se
puede concentrar 100.000 veces mis en las vesiculas de secrecién que la del citosol
por la adicién de grupos sulfatos.

Hay que recordar que en la red-trans-Golgi se hace la empaquetamiento selec-
tivo en vesiculas de las proteinas y de otras moléculas antes de su transporte hacia
sus destinos finales.

5.3.3. Maduracién en el citosol

Las protefnas sintetizadas en los polirribosomas sufren también algunas modi-
ficaciones, no se han encontrado glicosiladas o aciladas, pero tiene que replegarse
adecuadamente o unirse varias cadenas peptidicas para formar la proteina madura
y funcional. La proteinas chaperonas de choque térmico 70 y 60 reciben a las
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moléculas sintetizadas por los polirribosomas, intervienen en el replegamiento
adecuado de las cadenas peptidicas y sus uniones cuando sea necesario. El meca-
nismo molecular por el cual realizan esta funcién no se conoce.

5.4. TRANSPORTE INTRACELULAR DE PROTEINAS
5.4.1. Caracteristicas del proceso de transporte

Las proteinas sintetizadas necesitan un medio de transporte que las lleve sin
equivocacidn a sus destinos especificos. Este transporte especifico es necesario
para todas las proteinas que tienen un destino determinado, que sean sintetizadas
por las polirribosomas o por el RER.

Las proteinas pueden moverse principalmente por tres modos diferentes de un
compartimento a otro:

1. Eltrifico de proteinas entre el citosol y el nticleo ocurre entre espacios equiva-
lentes topolégicamente, que estan en continuidad a través de los complejos del
poro nuclear. Este proceso se llama gated transport porque los complejos del
poro nuclear funcionan como una compuerta selectiva que puede activamente
transportar macromoléculas especificas, aunque permitan la difusién libre de
moléculas mis pequenas (Ver 8.1).

2. En el transporte transmembranoso, los aparatos translocadores de proteinas
unidos a las membranas, transportan directamente del citosol proteinas espe-
cificas a través de una membrana de un organelo hacia su interior o sea entre
espacios que son topolégicamente distintos. Por ejemplo, el transporte inicial
de proteinas seleccionadas del citosol adentro de la luz del RER, o adentro de
las mitocondrias ocurren de esta manera.

3. En el transporte vesicular, las vesiculas de transporte llevan proteinas de un
compartimento a otro. El transporte de proteinas solubles del RER al CG, por
ejemplo, ocurre de esta manera. Como las proteinas transportadas no atravie-
san las membranas, en general, las proteinas se mueven Ginicamente entre
compartimentos que son equivalentes topolégicamente.

Los tres modos en que las proteinas son transportadas entre compartimientos
diferentes para su destino final, estin resumidos en la figura 5.17. Cada uno de los
tres modos de transporte de proteinas es guiado selectivamente por las sefiales de
direccionamiento en la proteina transportada que son reconocidos por una pro-
teina “receptor” complementaria en el organelo blanco.
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Figura 5.17. Esquema de los destinos de las proteinas sintetizadas en una
célula eucariética.

El destino de las proteinas est indicado por la orientacién de las flechas. La flecha gruesa indica
el paso de las proteinas por el complejo del poro nuclear. Las flechas grises indican el paso de las
protefnas a través de una membrana. Las flechas negras indican el transporte de proteinas por
medio de vesiculas.

La via de transporte de las proteinas hacia la superficie celular es mencionada
frecuentemente como una via “defectuosa” o “por defecto”, porque las proteinas
parecen no requerir scfiales especiales para seguir este camino. Cualquier protei-
na de secrecién que entra a la luz del RER serd transportada autométicamente a
través del CG a la superficie celular por vesiculas de transporte al menos que
tenga una sefial que la detiene en el CG para ser dirigida a otro compartimento.

El transporte intracelular de proteinas es un fenémeno activo y requiere una
fuente de energfa. Este transporte es abolido por los inhibidores de la cadena de
transporte de electrones (cianuro), por la anaerobiosis, o por agentes que desdo-
blan las fosforilaciones oxidativas mitocondriales (dinitrofenol).

Aungque no se conozcan con precision los mecanismos de transporte intracelular
de proteinas, se sabe que las proteinas chaperonas transportan protefnas, y las pro-
teinas motoras (miosinas, dinefnas y quinesinas) transportan proteinas y vesiculas
utilizando los elementos del citoesqueleto (filamentos de actina y microtibulos)
como carriles.
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5.4.2. Transporte por vesiculas

El mecanismo de transporte intracelular de proteinas mejor conocido es el que
interviene en ¢l transporte de proteinas hacia el medio extracelular o sea la secrecién.

Como ya hemos visto, estas proteinas entran totalmente a la luz del RER du-
rante su sintesis y son transportadas por vesiculas del compartimento intermedio
del RER al CG donde sufren los procesos de maduracién (Fig. 5.13). El proceso
de maduracién determina con més precisién si una protefna se destina hacia el
medio extracelular o hacia otros medios equivalentes o sea dentro de los organelos
con membrana. Finalmente, la dltima seleccién y el empaquetamiento de las pro-
tefnas se hacen en la regién red-trans-Golgi antes de su transporte hacia sus desti-
nos finales.

Las vesiculas que contienen las proteinas de secrecién son transportadas hacia
una region especifica de la membrana plasmatica para fusionarse con ella y verter
su contenido en ¢l medio extracelular. Este proceso de secrecién se denomina
exocitosis y las vesiculas que intervienen en este proceso son llamadas vesiculas
de exocitosis o de secrecién (Fig. 4.6 B). Las células pueden secretar moléculas al
medio extracelular por otros mecanismos como la difusién a través de la membra-
na plasmatica que interviene en la secrecién de hormonas esteroides vy tiroides,
entre otras.

El mecanismo de transporte por vesiculas y de secrecién por exocitosis se adap-
tan a procesos de estimulacién y de respuestas agudas o masivas. Primero, la célu-
la puede sintetizar una proteina de secrecién y almacenarla en las vesiculas en gran
cantidad durante los periodos de no estimulacién. Es por esto que, en general, las
células cuya funcién esencial es secretar proteinas tienen muy abundante el RER.
Un segundo mecanismo de adaptacién de la respuesta a un estimulo es la forma-
cién de granulos de secrecién mis grandes que las pequefias vesiculas, por la fu-
sién de vesiculas que salen del CG. Otro mecanismo que puede afadirse a los
anteriores es la concentracién muy alta del producto a secretar dentro de las vesi-
culas. Recordemos el ejemplo de la concentracién 100.000 veces mis de adrenalina
dentro de las vesiculas de secrecién en la médula suprarrenal.

El mecanismo de secrecién masivo como respuesta a una estimulacién implica
un movimiento importante de membranas. La fusién de las vesiculas o de los
grinulos de secrecién con la membrana plasmitica representan un aporte consi-
derable de superficie de membrana. Este aumento de superficie es reducido por la
interiorizacién de membrana por las vesiculas de endocitosis. Existe una
reutilizacién de la membrana aportada por los granulos o vesiculas de secrecién e
incorporada a la membrana plasmitica. Esas membranas retornarfan al CG por
vesiculas de reciclaje.
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Hay otro mecanismo de transporte intracelular de proteinas muy similar al
descrito para las vesiculas de secrecién. En este caso, las vesiculas informadas de
su destino que salen de la regién red-trans-Golgi, en lugar de dirigirse hacia la
membrana plasmdtica, se desplazan hacia los organelos para fusionarse con sus
membranas y verter su contenido dentro de la luz del organelo. Este mecanismo
interviene en el transporte de enzimas lisosomiales, las proteinas de la envoltura
nuclear, del RER, del CG, y del REL. Las proteinas de las mitocondrias y de los
cloroplastos no utilizan este mecanismo.

Todas las enzimas de los lisosomas adquieren tempranamente en la red-cis-
Golgi un motivo de manosa-6-fosfato que se une a los receptores de la membrana
de la regién red-trans-Golgi para ser concentradas en vesiculas que se fusionarin
con los lisosomas. Se ha postulado el mismo mecanismo de selecciéon de proteinas
por receptores para la determinacién del destino final de proteinas para los organelos
citados.

Las proteinas de las membranas, plasmitica o de los organelos mencionados
anteriormente, son transportadas también por las vesiculas, pero, en este caso, las
proteinas viajan ancladas en la membrana de las vesiculas. La insercién de estas
proteinas en la membrana blanco se realiza por la fusién de la membrana de las
vesiculas de exocitosis o de transporte intracelular con la membrana plasmatica o
la membrana del organelo respectivamente.

5.4.2.1. Mecanismos moleculares del transporte vesicular

La mayoria de las vesiculas de transporte se forman a partir de regiones espe-
cializadas y tapizadas de las membranas, y asi brotan como vesiculas tapizadas con
unas proteinas distintivas que cubren la superficie citosdlica de la membrana. Exis-
ten dos tipos de vesiculas tapizadas bien caracterizadas: un tipo con clatrina for-
mado por trisqueliones y otros denominados COPI y COPII formados por 7
proteinas denominadas coatémeros (coafomers). Las vesiculas tapizadas con clatrina,
como ya hemos visto, median el transporte selectivo de receptores
transmembranosos unidos a sus ligandos, tales como el receptor de LDL de la
membrana plasmaitica (Ver 4.1.3) y el receptor de la manosa-6-fosfato en regién
red-frans-Golgi. Las vesiculas tapizadas por COPl'y COPIl intervienen en el trans-
porte no selectivo entre el RER y el CG, y entre diferentes regiones del CG.
Podria existir un tercer tipo de vesiculas tapizadas por calveolina, pero todavia no
se conoce bien su estructura ni su funcién. La calveolina es una molécula de
dirreccionamiento de proteinas citosélicas.

La cubierta de clatrina se disocia ripidamente cuando se forma la vesicula. Se
pensaba que las otras cubiertas de las vesiculas debian también ser eliminada para
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que las dos membranas interactten directamente, pero ésto no ocurre con las
cubiertas COPI y COPIL

Las vesiculas tapizadas parecen mediar la transferencia direccional de tipos es-
pecificos de membrana. Esta transferencia es balanceada generalmente por un
contra fluyjo de membranas en la direccién opuesta, o sea en forma de tipos de
vesiculas menos bien caracterizadas o por medio de bolsas elongadas o vesiculas
tubulares de membrana que son transportadas sobre los microtdbulos. La estruc-
turay distribucién de los organelos con membrana estd “orientada” o “soportada”
por los microtabulos, porque cuando se impide la organizacién de los
microtibulos, los organclos se vesiculan y se para el movimiento vesicular.

Los fosfolipidos de la membrana intervienen también en la concentracién de
proteinas en la membrana de las vesiculas que salen de la red-frans-Golgi. En las
células polarizadas la acumulacién de algunos glicoesfingolipidos en la hemicapa
citopldsmica de la regién trans-Golgi interviene en el reclutamiento de proteinas
de la membrana plasmitica. También una acumulacién de glicofosfatidilcolina
interviene en el reclutamiento de receptores y protefnas transmembranosas de la
membrana plasmitica en los hepatocitos humanos en cultivo. En estas mismas
células, in vivo, cuando las vesiculas se cargan de fosfatidilcolina aniénica y de
acidos grasos de cadena larga favorecen el reclutamiento de protefnas sangufneas
para secretarlas luego en el canaliculo biliar. No se conoce exactamente el meca-
nismo molecular que favorece el agrupamiento especifico de los fosfolipidos en
las membranas de las vesiculas que salen de la regién red-trans-Golgi y cémo con-
trolan el reclutamiento especifico de proteinas en las membrana de las vesiculas.

5.4.2.2. Ensamblaje de la cubierta de clatrina dirige la formacién
de la vesicula

La clatrina cubre no solamente las vesiculas de endocitosis, interviene también
en la formacion de vesiculas més grandes, incluyendo las vesiculas de secrecién
que contienen grandes agregados de proteinas y los fagosomas que contienen gran-
des particulas. En estos casos la clatrina forma parches en lugar de cubrir comple-
tamente la vesicula en formacién.

Muchos receptores que son endocitados por las vesiculas recubiertas por clatrina
tienen en la regién citosélica un péptido sefial de endocitosis, y estd constituida
por la siguiente secuencia de aas: Phe, Arg, X'y Tyr. Este péptido sefial es recono-
cido por una proteina denominada adaptina (Fig. 5.18).

190 Elaboracién y distribucion de substancias



Biologia Molecular de la Célula Eucaridtica Animal

L
.8
Ch b s £
o o MP
)
A

& K

Figura 5.18. Esquema de la intervencién de las adaptinas en la forma-
cién de una vesicula tapizada por la clatrina.

1. Las adaptinas se unen a los receptores y a los trisqueliones permutiendo la organizacién de la
clatrina. 2. Las adaptinas intervienen en el aumento de la invaginacién de la fosilla tapizada por
su interaccién con la clatrina. 3. Se desorganiza la cubierta de clatrina después de formacién de
la vesicula.

R: receptor; L: ligando; A: adaptina; Cl: clatrina; E: exterior; MP: membrana plasmitica; C:
citosol; CT: complejo adaptina-trisquelién.

Existen diferentes adaptinas y median la captura de varios tipos de receptores.
La adaptina cumple una triple funcién: primero, se unen a varios tipos de recepto-
res transmembranosos, segundo, intervienen en la organizacién de los trisqueliones
en clatrina, y tercero, unen la clatrina con la membrana e intervienen en el au-
mento de la invaginacién de la fosilla tapizada.

5.4.2.3. Transporte no selectivo de vesiculas tapizadas por COP

El transporte de moléculas en vesiculas del RER al CG, de una cisterna de
Golgi a la otra, de la red-trans-Golgi a la membrana plasmdtica se conoce como la
via de “omisién o descuido”, porque ninguna de estas etapas de transporte requie-
ren la captura de una molécula especifica en la luz de la vesicula en formacién.
Estas vesiculas estidn cubiertas por un un complejo grande de 7 protefnas llamadas
coatémeros ¢, B, B’, G, T, €, £ Esta cubierta que cubre el lado citosdlico de las
vesiculas se denomina COPI (Fig. 5.19 B). A diferencia de la cubierta por la clatrina,
la cubierta COPI no se auto-ensambla, requiere ATP para su formacién, y en
lugar de desorganizarse tan pronto se forme la vesicula, es mantenida hasta que la
vesicula llega a Ia membrana blanco y persiste atin en la membrana después de la
fusién de la vesicula con otra membrana.

El ensamblaje y la desorganizacién de la cubierta COPI depende de una pro-
teina G llamada ADP-ribosylation factor (ARF), que tiene un 4icido graso (Fig.
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5.19A). La forma inactiva ARF-GDP es muy concentrada en el citosol y su 4cido
graso es cubierto por la region proteia para poder permanecer en el citosol. La
activacion de la ARF se hace por una proteina transmembranosa GNRF (Guanosil
Nucleotid Releasing Factor) (Fig. 5.19 A), que intercambia el GDP por GTP. La ARF
activada cambia de configuracién y se ancla a la membrana por el 4cido graso.
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Figura 5.19. Esquema de la formacién de la cubierta COPL

A La activacion del ARFi por la GNRF transmembranosa y su anclaje a la membrana (ARFa).
B. Formacién de la cubierta COPI por los coatémeros que se unen a los ARFa anclados en la
membrana que esta formando la vesicula.

L: luz de la regién cis-Golgi; M: membrana del Golgi donde se formar4 la vesicula; C: citosol;
GNREF: Guanosil Nucleotid Releasing Factor; ARFa: ADP-ribosylation factor activado; ARFi: ADP-
ribosylation factor inactivo; T: GTP; D: GDP.

Las cubiertas citosélicas dirigen el trafico de las vesiculas en las células
eucaribticas. Las tres clases de cubiertas proteicas de vesiculas bien identificadas
son: la primera, la clatrina y sus adaptadores que son especificos de receptores
unidos a sus ligandos que se interiorizan en la vesicula (Fig. 5.20 A); la segunda
clase son los coatémeros que forman la cubierta COPI con las ARF, que intervie-
nen en el transporte entre el compartimento intermedio del RER y la red-cis-
Golgi (Fig. 5.20 B), y entre las diferentes regiones del CG (Fig. 5.20 C). Este tipo
de cubierta es también esencial en el retorno de vesiculas entre el CG y del CG al
RER (Fig. 5.20 D). La tercera clase de cubierta de vesiculas se realiza por las
proteinas COPII que intervienen en el transporte por vesiculas del compartimen-
to intermedio del RER al CG (Fig. 5.20 E).
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Figura 5.20. Esquema del transporte de vesiculas con cubiertas.

A. Transporte entre la regién red-trans-Golgi y los lisosomas por vesiculas cubiertas con clatrina.
B. Vesiculas cubiertas con COPI que van del compartimento intermedio del RER a la red-cis-
Golgi.

C. Vesiculas cubiertas con COPI que viajan entre las diferentes regiones del complejo de Golg.
D. Vesiculas cubiertas con COPI que hacen el vigje retrogrado dentro del CG y del CG al RER.
E. Vesiculas cubiertas con COPII que viajan del compartimento intermedio del RER al CG.
E. Hipétesis de la posible existencia de vesiculas cubiertas por otras proteinas que podrian inter-
venir en el transporte a la membrana plasmitica (Kreis y col., 1995).

RER: reticulo endopldsmico rugoso; CI: compartimento intermedio del RER; CG: complejo
de Golgi; RCG: region red-cis-Golgi; RTG: region red-trans-Golg.

Existen proteinas, denominadas genéricamente SNARE, que aseguran que las
vesiculas lleguen a la membrana blanco adecuada. Existen SNARE especificas de
las membranas de los organelos que se denomina t-SNARE (target -SNARE) y
también se encuentran SNARE en las vesiculas (v-SNARE) que reconocen y se
complementan con las t-SNARE especificas de los organclos (Fig. 5.21). Las v-
SNARE se unen a las COPI o a las COPII y determinan el direccionamiento de
las vesiculas. Una v-SNARE especifica se une a la t-SNARE complementaria y
forma el eje del anclaje de la vesicula a la membrana blanco antes que se fusionen.
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Figura 5.21. Modelo de reconocimiento y anclaje de la v-SNARE de una
vesicula con t-SNARE de una membrana.

El reconocimiento y la unién entre el v-SINARE y el t-SNARE son controlados y asegurados
por una proteina Rab (Pfeffer, 1996).

V: vesicula; COP: recubierta de la vesicula; Rab-GTP: proteina Rab activa; M: membrana diana.

Muchas protefnas han sido caracterizadas como SNARE, entre las v-SNARE
se encuentra la proteina de la sinapsis vesicular (VAMP); y entre las t~-SNARE, la
sintaxina y los tres tipos de proteinas solubles de adhesién (SNAP). Otras protei-
nas intervienen en el ensamblaje y la desorganizacién de las SNARE, la més cono-
cida es el factor sensitivo NEM o NSF que tiene actividad ATPisica. Por ejemplo,
s1 se impide la accién de la SNAP y la NSF o si no se provee ATP, no se organiza
el t-SNARE en la membrana correspondiente.

Como existen diferentes sistemas de membrana en la célula, el proceso de
anclaje debe ser altamente selectivo. Aparentemente, una vesicula inspecciona
muchas membranas que pueden ser su potencial blanco antes que su v-SNARE
encuentre un t-SNARE complementario. Este reconocimiento crucial esta con-
trolado por miembros de una familia de proteinas G transmembranosas, Ilamadas
proteinas Rab, que controlan si es correcta la unién entre un v-SNARE y un t-
SNARE, y luego hacen de intermedio entre la v-SNARE y la t-SNARE preparan-
do la fusién de las membranas. Las proteinas Rab aseguran entonces la especifici-
dad del anclaje correcto de la vesicula a su membrana blanco (Fig. 5.21). Poste-
riormente el complejo v/t-SNARE favorece el acercamiento de las membranas 'y
la fusion de ellas. '

Las células eucariéticas tienen muchos tipos de proteinas Rab. Cada tipo de
estas proteinas estd asociada con la membrana de un organelo particular involucrado
en las vias de secrecién y de endocitosis. Cada uno de estos organelos tiene al
menos un tipo especifico de proteinas Rab sobre la superficie citosdlica (Tabla 5.1)

Varias proteinas G monoméricas como el ARF y las proteinas Rab regulan la
formacién, el transporte, el anclaje y la fusién de las vesiculas con las membranas
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blanco. Las proteinas ARF, Rab, y v-SNARE son incorporadas en las vesiculas
durante su formacién y aseguran que las vesiculas viertan su contenido tnica-
mente al compartimento apropiado. Los ARF median el ensamblaje de la cubierta
COPI (y probablemente de la clatrina) y su desorganizacién, mientras que las
proteinas Rab aseguran la especificidad del anclaje de las vesiculas en la membra-
na blanco. La fusién de la membrana es catalizada por ciertas proteinas citosélicas
incluyendo la SNAP y el NSF, que se ensamblan dentro del complejo de fusién
en el lugar del anclaje.

Tabla 5.1. Localizacién de algunas proteinas Rab en la célula.

Proteina Rab Organelo

Rabl (YTP1) RERy CG

Rab2 Compartimento intermedio entre el RER y la region red-cis-Golgi
Rab3A Vesiculas de secrecién

Rab4 Endosomas tempranos

Rab5 Endosomas tempranos, membrana plasmatica

Rab6 Cisternas medial y trans del CG

Rab7 Endosomas tardios

Rab9 Endosomas tardios, red-trans-Golgi

Sec4 Vesiculas de secrecién

Todas las proteinas han sido encontradas en todas las células de mamiferos, excepto las YTP1y
la Sec4, que se han encontrado en la levadura (Alberts, 1994; Pfeffer, 1996).

El mecanismo preciso de fusién de membranas en las células eucaridticas atn
no se conoce, pero se ha encontrado una “miquina fusionadora de membranas”
fabricada por los virus que entran a la célula por endocitosis especifica. Se ha
caracterizado la protefna viral que induce la fusién de la envoltura viral con la
membrana plasmitica.

5.4.3. Transporte sin vesiculas

Las protefnas sintetizadas por los polirribosomas quedan en el citosol o van al
ntcleo, a las mitocondrias o a los cloroplastos. Las proteinas destinadas al citosol
no tienen ningin péptido de sefial ni sefial de direccionamiento, y no se conoce
un mecanismo de transporte especifico.

Existen moléculas transportadoras citosélicas, las chaperonas y las proteinas de
choque térmico 70 y 60 (hsp70 y hsp60), que reconocen los péptidos sefiales e
mtervienen en el direccionamiento correcto de las proteinas para que lleguen ade-
cuadamente a sus destinos finales. Unas reconocen los péptidos sefiales Mit
(mitocondrias) y Clo (cloroplastos) de la regién amino terminal de la proteina y
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las llevan hasta Jas mitocondrias y los cloroplastos respectivamente. Las proteinas
nucleares son transportadas por las hsp70 que reconocen el péptido sefial nuclear
ya sea de parche o amino terminal. Se ha descrito al menos para el transporte de
una proteina sintetizada en el citosol que va al RER y no tiene el péptido sefial RE.
En este caso, una proteina transportadora citosélica reconoce la sefial de
direccionamiento para el RER en el extremo amino terminal y la lleva al RER.
No se conoce bien el mecamismo de transporte y distribucion de las proteinas
sintetizadas por los polirribosomas. Las proteinas hsp70 y hsp 60 reconocen las
sefiales amino terminales o de parche de las protefnas y las transportan utilizando
los microtiibulos como carriles. Estas proteinas hsp también intervienen en la
translocacién de las proteinas a través de la membrana de los organelos.

5.4.4. La via de exocitosis

Las vesiculas de transporte destinadas para la membrana plasmaitica normal-
mente dejan la red-frans-Golgi como un arroyo constante. Las proteinas y los lipidos
de la membrana de las vesiculas proveen nuevos componentes para la membrana
plasmatica de la célula, mientras que las proteinas solubles dentro de las vesiculas
son secretadas en el espacio extracelular. La fusiéon de las vesiculas con la membra-
na plasmatica se llama exocitosis. De esta manera, por ejemplo, las células produ-
ceny secretan la mayoria de proteoglicanes y glicoproteinas de la matriz extracelular.

Todas las células realizan exocitosis denominada via de secrecién constitu-
tiva, pero existen células especializadas en la secrecién que tienen una segunda
via en la cual proteinas solubles y otras substancias son inicialmente almacenadas
en las vesiculas de secrecién (o grinulos de secrecién) para después secretarlas.
Esta es la via de secrecién regulada, que se encuentra principalmente en células
especializadas en secrecién ripida y masiva de productos cuando sean necesarios
tales como hormonas, neurotransmisores, o enzimas digestivas. La secrecién se
produce cuando la célula es estimulada por una sefial extracelular. Las dos vias de
secrecidn por exocitosis, la constitutiva y la regulada, se denominan también la via
“defectuosa” o “por defecto” porque no se ha encontrado cubierta 0 moléculas
especificas para la orientacién de las vesiculas hacia la membrana plasmatica.

Muchas hormonas polipeptidicas, neuropéptidos y enzimas hidroliticas
secretadas completan su maduracién por protedlisis dentro de las vesfculas de
secrecién 'y a veces en el espacio extracelular cuando ya han sido secretadas.

Las vesiculas de secrecién se acumulan cerca de la membrana plasmatica hasta
que la célula recibe la sefial de su exocitosis. En las neuronas, en general, el sitio de
secrecion es bien lejos del lugar de sintesis. El transporte de las vesiculas de secre-
c16n se hacen a lo largo del ax6n gracias a la intervencién de proteinas motoras
pegadas a la superficie de las vesiculas para moverlas sobre los microtiibulos del
ax6n. Los microtabulos intervienen en el transporte de las vesiculas de secrecion
a la regién apropiada de la membrana plasmatica en las células polarizadas. Pero,
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el mecanismo preciso de direccionamiento de las vesiculas de secrecién en una
regién especifica de la membrana plasmitica no se conoce (Fig. 4.6).

La sefal de secrecidén por exocitosis, es, en general, una sefial quimica, como
una hormona, que se une a su receptor en la superficie de la célula. El resultado de
estd unién, como ha visto en el capitulo tres, es la activacién de otras sefiales
intracelulares, y a menudo incluye un aumento transitorio de la concentracién del
1on calcio libre en el citosol. Por un mecanismo desconocido, el aumento brusco
de Ca™ ™, 0 alguna otra sefial intracelular desencadena la exocitosis, causando la
fusion de las vesiculas de secrecidén con la membrana plasmitica.

5.5. ALMACENAMIENTO INTRACELULAR

Las secreciones se pueden clasificar en dos grandes tipos, segtin se trate de
secreciones continuas o intermitentes. Para el segundo tipo se necesita una
estimulacién que desencadene su secrecidn. La secrecidn continua se encuentra,
por ejemplo, en las fibroblastos que secretan los precursores de coligeno. En estas
células, la secrecion es limitada aparentemente por la velocidad de la produccién
de macromoléculas. En los plasmocitos la secrecién es también continua y la cé-
lula no tiene organelo especializado para el almacenamiento de su producto de
secrecién, sino se acumula en el RER vy lo dilata de manera importante. Este me-
canismo de acumulacién es una excepcién al almacenamiento de secrecién en
granulos o vesiculas de exocitosis.

La secrecién intermitente, tal como se encuentra en las secreciones digestivas o
de hormonas, implica una concentracién importante del producto de secrecién,
eventualmente en un grinulo de secrecidn. Las interacciones idnicas forman agrega-
dos de moléculas disminuyendo la presién osmética dentro del grinulo de secrecién.

Las protefnas destinadas a las vesiculas de secrecién son empaquetadas en una
vesicula apropiada en la regién red-frans-Golgi por mecanismos que comienzan a
elucidarse para la agregacién selectiva de estas proteinas. Las sefiales de
direccionamiento que orientan a las protefnas de secrecién dentro de la vesiculas
es desconocido, pero se piensa que puede ser una sefial de parche que serfa comin
a estas proteinas. Es muy poco claro también, cémo las proteinas acumuladas son
seleccionadas dentro de las vesiculas de secrecién.

Después que las vesiculas de secrecién inmaduras dejan la red-trans-Golgi, su
contenido se condensa mucho, hasta 200 veces comparando con el CG. La con-
densacién ocurre ripidamente, probablemente debido a la acidificacién de las ve-
siculas de secrecién.

Las vesiculas de secrecién que almacenan la noradrenalina y la adrenalina son
un caso particular. Estas vesiculas se encuentran a nivel de ciertas terminaciones
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nerviosas, llamadas adrenérgicas, pero son sobre todo abundantes en las células de
la medula suprarrenal donde son liberadas masivamente cuando el sujeto se siente
ante un peligro (o tiene un susto), para combatirlo o huirle. La concentracién de
la adrenalina en estas vesiculas es extremadamente importante: 0,6 M, o sea 100.000
veces superior a la concentracién existente en el citosol. Las vesiculas, alrededor
de 30.000 por célula, contienen entre otros ATP en grandes cantidades. Aqui tam-
bién existen interacciones idnicas entre los grupos fosfatos del ATP, el grupo
aminado de la adrenalina o de la noradrenalina y los iones de Ca*+. Estas
interacciones disminuyen la concentracién en moléculas e iones en estado libre y
la presién osmética es por lo tanto reducida. La matriz de las vesiculas contiene
una serie de proteinas: la mds importante en masa es la cromogranina A, que
representa el 40% de proteinas de la vesicula y su funcién no esti bien establecida.
Se encuentra también la dopamina-B-hidroxilasa que transforma la dopamina en
noradrenalina, también la proencefalina A. En la membrana de los grinulos se
encuentran una dopamina-3-hidroxilasa transmembranosa, una bomba a protones y
un transportador de catecolaminas (adrenalina, noradrenalina, dopamina), entre otros.

Durante la biogénesis de las vesiculas de secrecién, las proteinas, el ATP y las
catecolaminas no aparecen simultineamente. En primer lugar, los componentes
macromoleculares (cromograninas, dopamina-3-hidroxilasa, proencefalina A) son
empaquetados en las vesiculas que dejan el CG. Estos grinulos se cargan progre-
sivamente de catecolaminas, de ATP y de Ca*+. Las primeras etapas de la sintesis
de catecolaminas ocurren en el citosol. La dopamina-B-hidroxilasa capta entonces
la dopamina y produce la noradrenalina, que serd transformada por metilacién en
adrenalina. La bomba a protones permite la concentracién de la adrenalina y de la
noradrenalina favoreciendo la ionizacién de estas moléculas por el pH 4cido; la
entrada de catecolaminas es acoplada a la salida de protones del interior de los
grinulos hacia el exterior. Mientras que los grinulos se cargan de catecolaminas,
la proencefalina sufre protedlisis que libera 6 moléculas de met-encefalina y una
molécula de leuencefalina. Con la exocitosis, una secrecién analgésica de encefalinas
se afiade a la descarga de adrenalina ante un peligro o durante un “estrés”.

5.6. BIOSINTESIS DE'MEMBRANAS

El Reticulo Endopldsmico Liso (REL) es el sitio de sintesis de lipidos y de
fosfolipidos. La elaboracién de membranas celulares es un fen6meno que presen-
ta las tres caracteristicas siguientes:

1. Lasintesis de membranas no se realiza por la formacién de nuevas membranas
en el sentido propio del término, pero por insercién de elementos nuevos en el
seno de una membrana preexistente. Es por esto que las células no pueden
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construir de novo sus organelos con membrana y necesitan la informacién den-
tro del organelo. Esta informacién no estarfa dentro del ADN, o sea es un
fenémeno epigenético. Las células heredan sus organelos y sobre éstos se desa-
rrollan, crecen y eventualmente se dividen los organelos en las células hijas.

2. Los componentes de las membranas son sintetizados y ensamblados en sitios
distantes de su destino final.

3. La asimetria de los fosfolipidos en las membranas se crea desde la sintesis de
los diferentes componentes.

Como se verd en el capitulo 6, ciertos componentes de la membranas
mitocondriales constituyen sin embargo una excepcidn a estas caracteristicas.

5.6.1. Proteinas de las membranas

La sintesis de proteinas integradas a las membranas se inicia de la misma mane-
ra que las proteinas de secrecidn, contienen el péptido sefnal RE y son sintetizadas
por el RER. La transferencia de la proteina naciente a través de la membrana no se
sigue hasta al final de la sintesis de la cadena peptidica, la informacién que causa el
bloqueo de la transferencia estd contenida en la cadena peptidica, pues la sefial de
pare de transferencia ancla la protefna naciente en la membrana del RER, el
resto de la sintesis se continia en el lado citosélico del RER (Fig. 5.10). Si la sefial
de pare de transferencia aparece muy temprano, en el extremo amino terminal, la
proteina integrada a la membrana se quedari principalmente en la faz citosélica
(Fig. 5.22 A). S, por el contrario, la sehal de pare se encuentra hacia el final de la
sintesis, en el extremo carboxi terminal, entonces la proteina quedari principal-
mente en el lado exopldsmico de la membrana (Fig. 5.22 B). La mayoria de las
proteinas transmembranosas o proteinas integradas de la faz exoplasmica del RER
son glicosiladas. Las nuevas proteinas de la membrana pueden entonces llegar a su
destino por la fusién de la membrana de vesiculas de transporte con la membrana
del organelo o la membrana plasmatica, y luego se ubican en el sitio definitivo de
la membrana por la difusién lateral. Ciertas proteinas quedan en el lugar de sinte-
sis porque son constituyentes del RER. Un ejemplo tipico es la glucosa-6-fosfatasa,
enzima de referencia del RER en el higado y en los rihones y cuyo centro activo
estd orientado hacia el lado luminal o exopldsmico del organelo.

Las proteinas de las membranas pueden sufrir todas las modificaciones descri-
tas para las proteinas de secrecién. Las caracteristicas de la sintesis de proteinas
integradas a las membranas explican la polaridad de las proteinas transmembranosas
anivel de la membrana plasmitica. En efecto, el hecho de que la proteina atraviesa
la membrana del RER con su extremidad amino terminal en la cabeza y la locali-
zacién del sistema de glicosilacién en el lado luminal hacen que la extremidad
amino terminal glicosilada se encuentre generalmente en el lado exopliasmico de
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Citosol

--------

Membrang

Figura 5.22. Ubicacidn de las proteinas dentro de una membrana segiin

la localizacidn de la sefial de pare de transferencia.

A. Cuando la senal de pare esti en el extremo amino terminal, la proteina se localiza principal-
mente en el citosol;

B. Cuando la sefial de pare estd en el extremo carboxi terminal, la proteina se localiza principal-
mente en la regién exopldsmica o extracelular.

C: extremo carboxi terminal de la proteina; N: extremo amino terminal de la proteina; RER:
reticulo endoplismico rugoso.

la membrana y hacia el medio extracelular. Finalmente, multiplicando las secuen-
cias de sefial de transferencia o de pare de transferencia en una misma cadena
peptidica, se puede explicar la disposicidén de proteinas cuya cadena atraviesa va-
rias veces una membrana, por ¢jemplo, el receptor de la hormona tireotrépica
atraviesa 13 veces la membrana plasmitica.

Algunas proteinas pueden encontrarse en la célula bajo su forma soluble y
asociada a una membrana. Este es el caso de la IgM de los linfocitos, o de la 8-
dopamina hidroxilasa en los grinulos de catecolaminas. En estos casos, las dos
formas de proteinas difieren por el hecho que la forma de la proteina
transmembranosa posee una secuencia hidrofébica cerca de la extremidad carboxi
terminal para la IgM, mientras que en la forma soluble ese segmento hidrofébico,
que sirve de sefial de pare de transferencia, es remplazado por una secuencia
hidrofilica. Desde el punto de vista genético, el pasaje de una forma a la otra se
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hace, por lo menos para la IgM, por una maduracién diferencial del ARN transcrito
primario en diferentes momentos de la vida de la misma célula o del mismo gen

en diferentes células (Ver 8.5.2).

Las proteina periféricas citopldsmicas de las membranas son sintetizadas por

los polirribosomas y las proteinas periféricas exopldsmicas son sintetizadas en el
RER (Fig. 2.4).

5.6.2. Lipidos de las membranas

El Reticulo Endoplasmico Liso (REL) se denomina asi, porque en el ME se
observa que su membrana no tiene ribosomas, es decir no es rugoso. Tiene una
organizacién tubular desorganizada, por ésto aparece como un conjunto de vesi-
culas alargadas, redondeadas y ovoides (Fig. 1.1 REL). En el misculo esquelético,
el REL sigue las miofibrillas formando una red alrededor de ellas denominada
sarcolema. El sarcolema facilita el intercambio de iones durante la despolarizacién
y la repolarizacién de la célula muscular.

Las funciones principales del REL son la sintesis de esteroides (colesterol y
hormonas esteroides), el ensamblaje de los fosfolipidos de membranas (Fig. 2.1) y
la intervencién, con las mitocondrias y enzimas del citosol, en el metabolismo de
los lipidos. Las células especializadas en la secrecién de hormonas esteroides pre-
sentan un REL muy abundante. En efecto, el REL es el sitio de sintesis de todos
los lipidos de la célula, con la excepcion de los dcidos grasos y de dos fosfolipidos
mitocondriales. La sintesis de los elementos de las capas bimoleculares de las
membranas es un proceso fundamentalmente asimétrico: las nuevas moléculas de
fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y
fosfatidilinositol) son insertadas exclusivamente en la capa citopldsmica de la mem-
brana del REL. Como el pasaje espontineo de un fosfolipido de una hemicapaala
otra (flip-flop) en las membranas es pricticamente inexistente, debe existir un
mecanismo que equilibre la cantidad de moléculas de fosfolipidos nuevamente
formadas en las dos hemicapas. Este equilibrio es realizado por translocadores de
fosfolipidos. Se ha encontrado al menos una flipasa asociada especificamente a las
membranas del REL que transloca preferencialmente las fosfatidilcolinas a la
hemicapa exoplismica.

El REL produce también la ceramida, que se forma por la condensacién de la
serina con un dcido graso para formar un amino alcohol, la esfingosina; la adicién
de un segundo dcido graso forma la ceramida. La ceramida se exporta al CG don-
de sirve como un precursor para la sintesis de dos tipos de lipidos: los
glicoesfingolipidos (glicolipidos), por adicién de cadenas de oligosaciridos a la
ceramida; y la esfingomielina por la adicién de la fosfocolina. Como estos dos
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glicolipidos son sintetizados por enzimas expuestas en la luz del CG, ellos se en-
cuentran nicamente en la hemicapa exoplasmaitica de la membrana plasmiticay
la de los organclos con membrana.

5.6.2.1. Transporte de fosfolipidos por vesiculas

La membrana plasmitica y las membranas del CG, lisosomas y endosomas
hacen parte de un sistema de membranas que se interconectan con el RER y el
REL por medio de las vesiculas de transporte que transfieren las proteinas y los
lipidos en sus membranas. Las mitocondrias, los plastidios y los peroxisomas no
hacen parte de este sistema y necesitan otros mecanismos para la importacién de
lipidos y de proteinas para su mantenimiento y crecimiento. La gran mayoria de
proteinas de las mitocondrias o de los plastidios y todas las protefnas de los
peroxisomas son importadas a partir del citosol. Sus lipidos deben ser transporta-
dos a partir del REL por una via directa o indirecta a partir de otras membranas
celulares a través de mecanismos especiales.

5.6.2.2. Transporte de fosfolipidos sin vesiculas

Se han encontrado, in vivo, al menos dos proteinas hidrosolubles de transfe-
rencia de fosfolipidos. Estas proteinas intercambian fosfolipidos de una membra-
na a otra sin intervencién de vesiculas, y se denominan segtin el fosfolipido que
transportan: proteina transportadora de fosfatidilcolina (PT-PC) y protefna trans-
portadora de fosfatidilinositol (PT-PI). La PT-PC es la encargada de transferir la
fosfatidilcolina desde el REL hasta la membrana externa de la mitocondria (Fig.
5.23). El paso de los fosfolipidos de la membrana externa a la interna de la
mitocondria se harfa por una difusién lateral en las regiones especiales donde se
fusionan las dos membranas. Efectivamente, en las mitocondrias y los cloroplastos
se observan uniones de las dos membranas al ME.

Citogol

Figura 5.23. Translocacién de fosfolipidos por proteinas transportado-

ras de fosfolipidos.

La proteina transportadora de fosfatidilcolina (PT-PC) transporta la fosfatidilcolina (PC) desde
la membrana del REL, a través del citosol, hasta la membrana externa de la mitocondria.

MREL: membrana del reticulo endopldsmico liso; MEM: membrana externa de la mitocondria.
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La PT-PI se localiza preferencialmente alrededor del CG en las células en divi-
sion, y en el citosol y en el nicleo en las células quiescentes. La activacién de la
PT-PI se debe a su fosforilacién por una proteina quinasa C, pero no se conoce
con exactitud cémo transporta el fosfatidilinositol.

Las translocadoras PT-PC y PT-PI serian las responsables de la asimetria en la
distribucién de los fosfolipidos entre las dos hemicapas de las membranas.

Se ha encontrado in vitro, otra proteina de transferencia inespecifica de lipidos.
Esta proteina transfiere fosfolipidos y colesterol entre las membranas. Se desco-
noce c6mo es su mecanismo de accidn, pero ella serfa la responsable de la transfe-
rencia entre las membranas del colesterol sintetizado en el REL y de los otros
fosfolipidos ensamblados en la hemicapa citoplidsmica del REL.

Los metabolitos necesarios para la sintesis de los fosfolipidos se encuentran en
el citosol y las enzimas que intervienen en esta sintesis tienen entonces sus sitios
activos dirigidos hacia el citosol. El transporte de nuevos fosfolipidos para su des-
tino final se hace por el transporte vesicular, excepto mitocondrias, plastidios y
peroxisomas. En estos dltimos casos, el transporte de fosfolipidos se realiza por
proteinas transportadoras de fosfolipidos. Excepcionalmente, se ha encontrado,
un transporte sin vesiculas para fosfolipidos de las membranas del RER y una PT-
PI para la membrana plasmatica.

5.6.3. Envoltura viral

La envoltura viral es un fragmento modificado de la membrana plasmaitica de
la célula huésped. Esta membrana modificada se une a las nucleoproteinas asocia-
das al 4cido nucléico viral y ella se despega enseguida de la célula en forma de un
brote (bourgeonnement).

Las proteinas de los virus con envoltura son sintetizadas por la “maquinaria”
de la célula huésped; sus nucleoproteinas son sintetizadas por polirribosomas,
mientras que sus proteinas integradas en su envoltura son sintetizadas por el RER
de la célula huésped, glicosiladas y llevadas a la membrana plasmaitica por vesicu-
las originadas en el CG. Las proteinas periféricas de la faz citoplasmica de la mem-
brana plasmaitica, y probablemente de otras membranas, son sintetizadas por los
polirribosomas como ocurre con las proteinas periféricas de la envoltura de los
virus o capside. '

Se ha realizado el estudio detallado de la formacién del virus de la estomatitis
del ganado en la células intestinales (Fig. 5.24). El genoma del virus codifica sola-
mente para cinco proteinas. Tres estdn asociadas a los dcidos nucléicos, entre ellas
la proteina N (Fig. 5.24 PN) es la mds abundante y es sintetizada por los
polirribosomas de la célula huésped. La cuarta proteina, denominada M (Fig. 5.24
PM) es una proteina asociada a la faz interna de la envoltura viral, lo que corres-
ponde a la hemicapa citoplismica de la membrana plasmatica de la célula hués-
ped. Esta proteina M es también sintetizada por los polirribosomas. La quinta es la
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proteina G (Fig. 5.24 PG), una glicoproteina transmembranosa de la envoltura
viral, su parte glucidica se encuentra en el exterior del virus. Esta protefna G es
sintetizada por el RER y glicosilada en el CG. El ensamblaje final del virus tiene
lugar a nivel de la membrana plasmadtica de la célula huésped que ha sido modifi-
cada por la incorporacién de la proteina G viral.

5.7. LISOSOMAS Y SECRECION
5.7.1. Biogénesis de los lisosomas
Las enzimas lisosomiales son sintetizadas en el RER y enseguida transportadas

envesiculasal CG, de este dltimo se forman vesiculas que contienen las hidrolasas
dcidas y al fusionarse entre ellas constituyen los lisosomas primarios. En el caso de

Figura 5.24. Esquema de la formacién del virus de la estomatitis del ganado.
El genoma viral es duplicado en el niicleo y codifica para cinco proteinas. Tres proteinas se
asocian al ADN viral, donde la més abundante es la proteina N (PN), la cuarta proteina se
asociada a ]a membrana viral (PM) y la quinta es una glicoproteina de la envoltura viral (PG). El
virus se forma cerca de la membrana de la célula por ensamblaje des las protefnas virales con el
genoma viral y brota de la célula cubierto por la membrana celular que corresponde ala cépside viral.
MP: membrana plasmitica; C: citosol de la célula huésped; P: polirribosomas; RER: reticulo
endopldsmico rugoso; CG: complejo de Golgi; VE: vesicula de exocitosis; GV: genoma viral;
GD: genoma viral duplicado; PN: proteinas asociadas al genoma viral; PM: proteinas asociadas
a la envoltura viral; PG: glicoproteinas transmembranosas de la envoltura viral.
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los polimorfonucleares neutréfilos las vesiculas formadas a ijartir de la red-trans-
Golgi se transforman en granulaciones densas tipicas de estas células. En los
fibroblastos en cultivo, la fusién de lisosomas primarios con vesiculas de endocitosis
ha sido observada ocasionalmente. En la mayorfa de las células, los lisosomas pri-
marios 1ran a fusionarse con un lisosoma secundario o con un endosoma tardio.

Desde el punto de vista funcional, los lisosomas son una prolongacién del
espacio extracelular. Porque, de una parte, sus enzimas son elaboradas y distribui-
das como las proteinas destinadas a la secrecién; de otra parte, el contenido de las
vesiculas de endocitosis es un material del medio extracelular interiorizado y cuando
esas vesiculas se fusionan con lisosomas, su contenido queda aislado en todo mo-
mento del resto de la célula. Ademds, muchas células en cultivo secretan pequenas
cantidades de enzimas lisosomiales al medio, y en ciertas células especializadas,
las hidrolasas lisosomiales son secretadas, permitiendo asi la disolucién de obsti-
culos en el medio extracelular como los osteoclastos responsables de la reabsorcion
6sea o la secrecién de hidrolasas por el espermatozoide en el momento de la fe-
cundacién.

Todas las enzimas lisosomiales son glicoproteinas, sintetizadas en el RER, y en
la red-cis-Golgi se les afiade un grupo fosfato a la manosa del extremo de la parte
glucidica formando el motivo manosa-6-fosfato que sirve de sefial para su trans-
porte hacia los lisosomas.

Las enzimas lisosomiales ya modificadas viajan a través del CG. El grupo
manosa-6-fosfato se une a receptores de la red-trans-Golgi que son agrupados por
la clatrina y se forma una fosilla tapizada de clatrina hasta que la vesicula se forme
y se libere del CG (Fig. 5.25). Estas vesiculas con las enzimas lisosomiales concen-
tradas tienen bomba a protones que inician la acidificacién de la vesicula, aproxi-
madamente cuando el pH llega a 6 se inicia la liberacién de las enzimas de sus
receptores. Dos posibilidades existen entonces: en la primera, denominada la via
directa, estas vesiculas se fusionan con un lisosoma primario o un endosoma tar-
dio, en la luz del organelo se eliminan los grupos manosa-6-fosfato madurando
las enzimas. Los receptores de los enzimas lisosomiales retornan a la red-frans-
Golgi por intermedio de vesiculas de transporte para ser reutilizados. Este reciclaje
de membranas y de receptores es comin a los procesos de seleccion y transporte
intracelular por vesiculas.

La segunda posibilidad se denomina la via indirecta, a veces llamada también la
via de secrecién-recaptura. En este caso, las vesiculas con las enzimas lisosomiales
son exocitadas, y la mayoria de complejos enzima-receptor son endocitados por
vesiculas tapizadas por clatrina. La acidificacién del compartimento endocitario
harfa pasar las enzimas lisosomiales en solucién, lo que les permitirfa encontrarse
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en los lisosomas. El receptor de las enzimas lisosomiales retornarian por vesiculas
al CG. Hay que anotar que, en esta via también, el grupo manosa-6-fosfato de las
hidrolasas lisosomiales es eliminado en los lisosomas.

En los fibroblastos humanos la via directa es de lejos la més importante; sin
embargo la via indirecta no debe ser abandonada como lo muestra la existencia
frecuente de una secrecién de una pequefa proporcién de enzimas lisosomiales,
también los casos de secrecién de ciertas células especializadas mencionadas mis
arriba.

RTG

Figura 5.25. Esquema de la biogénesis de los lisosomas.

Las enzimas lisosomiales cuando entran en la red-cis-Golgi se les adiciona un fosfato (1) a una
manosa de la regién glucidica de las moléculas. En la red-frans-Golgi los receptores de la manosa-
6-fosfato se unen a las enzimas y son agrupados por la cubierta de clatrina. Finalmente se forma
una vesicula (VE) que se fusionari con un lisosoma primario o un endosoma tardio. La acidifi-
cacién de las vesiculas por una bomba a protones (H ') libera las enzimas de sus receptores. Los
receptores de las enzimas lisosomuales retornan al CG por vesiculas de reciclaje (VR).

RCG: red-cis-Golgi; CM: cisternas medial del Golgi; RTG: red-trans-Golgi; L: lisosoma prima-
rio; ETa: endosoma tardio; 1: fosfato; 2: manosa terminal de la regién glucidica de la enzima.
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5.7.2. Secrecion tiroidea

Las células tiroides pueden servir como un buen ejemplo para resumir lo ex-
puesto en los capitulos 2, 3, 4 y 5. La ultraestructura de los tirocitos refleja sus
funciones. Las células de la tiroides forman una estructura esférica especial deno-
muinada foliculo que es una capa de células ctibicas que limitan una luz que contie-
ne un material llamado coloide. Un foliculo es similar a un balén lleno de liquido,
y estd rodeado por capilares sanguineos (Fig. 5.26 A). Las células presentan una
polarizacién y estin unidas en la regidn apical por complejos de unién celulares
como los descritos en el capitulo 2. Las células utilizan yoduro en la sintesis de las
hormonas tiroides. El yoduro es captado de la sangre activamente por una bomba
en la regién basal de la membrana plasmitica (Fig. 5.26 I7).

La formacién de las hormonas tiroides se puede dividir en tres etapas:

1. Lasintesis en el RER de la tiroglobulina (Tg), su glicosilacién N-osidica en el
CG, vy su exocitosis al coloide extracelular (Fig.5.26 B 1, Vex).

2. La captacién del yoduro y su organificacién en los aas tirosina de la Tgy el
acople de estas yodotirosinas que forman la 3,5,3’-triyodotironinas (T3) y la
3,5,3’,5’-tetrayodotironinas (T4) unidas todavia a la Tg (Fig.5.26 B 2).

3. La endocitosis de la Tg yodada y su hidrélisis en los endosomas tardios o
prelisosomas y lisosomas seguida de la liberacién de las hormonas T3 y T4 en
el lisosoma (Fig.5.26 B 3). Las hormonas T3y T4 difunden al citosol y de alli al
espacio extracelular y luego a los capilares que rodean a los foliculos tiroideos

(modo de secrecién por simple difusién) (Fig. 5.26 B T3 y T4).

La primera y tercera etapa son intracelulares y la segunda es extracelular. Estas
células presentan varias caracteristicas muy especiales: conservan una secrecién
exocrina inicialmente, el coloide se secreta en la luz del foliculo. Efectivamente,
filogenéticamente esta glindula es exocrina, en peces y se vuelve endocrina en los
vertebrados.

Aunque las hormonas tiroides no son de naturaleza lipidica, se estudian como
tales, pues atraviesan por difusién las membranas plasmiticas de las células diana
y se unen a los receptores intracelulares.

Otra peculiaridad de las células de la tiroides, es que son capaces de formar
seud6podos e interiorizar grandes cantidades de coloide, en vesiculas grandes de
endocitosis cuando son estimuladas por la hormona tireotrépica (TSH), proceso
denominado macroendocitosis. La macroendocitosis se diferencia de la endocitosis
por vesiculas pequefias denominada la microendocitosis, que ocurre también en
las células tiroides, tinicas células epiteliales de nuestro organismo en realizar es-
tos dos procesos. Los macréfagos y los polimorfonucleares neutréfilos realizan tam-
bién la macroendocitoss, pero el proceso es mis conocido como fagocitosis (Ver 4.2).
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Figura 5.26. Secrecion tiroidea.

A. Esquema de un foliculo tiroideo en un corte histolégico.

B. Esquema de una célula tiroidea. En la célula de la tiroides se muestran las diferentes etapas de
la sintesis, formacién y de secrecién de las hormonas tiroides T3 y Ty.

1. Sintesis de la Tgen el RER, glicosilacién en el CG y exocitosis al coloide. Captacién del I” en
la membrana de la regién basal y su transporte hasta el coloide.

2. Unién del I"a la Tg (Tg-I) para formar T4 y T4.

3. Micro- (MiE) y macroendocitosis (MaE) en la membrana apical. Hidr6lisis de la Tg en los
prelisosomas (ETa) y en los lisosomas (L) liberando las T3 y T4 que son secretadas por simple
difusién.

Cap: capilares; C: coloide folicular; I": yoduro; RER: reticulo endoplismico rugoso; CG: com-
plejo de Golgi; Tg: tiroglobulina; Vex: vesiculas de exocitosis; Tg-I: tiroglobulina yodada; ETe:
endosoma temprano; ETa: endosoma tardio o prelisosomas; L: lisosoma; Ty: 315,9%
triyodotironina: Ty4: 3,5,3’,5’-tetrayodotironina; N: nicleo; Ecap; Endotelio del capilar; MB:
membranas basales; S: sangre.
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5.7.3. Crinofagia

La crinofagia se define como la destruccién de las vesiculas de secrecién por
los lisosomas. Ella interviene cuando cesa la estimulacién de secrecién y las vesi-
culas de secrecién se vuelven indtiles. La secrecién de la prolactina por la hip6fisis
anterior es un ejemplo de este proceso. La prolactina es una hormona peptidica
que estimula la glindula mamaria. Cuando cesa la lactacién, las células responsa-
bles de la secrecién de la prolactina disminuyen de tamafio, la zona del CG ya no
muestra la acumulacién de producto de secrecién y las vesiculas de secrecién
disminuyen de volumen. Quedan en el citoplasma algunas vesiculas de secrecién
que no fueron exocitadas por la célula. Se observa entonces la fusién de estos
granulos con los lisosomas. El producto de secrecidn es entonces destruido por
las hidrolasas lisosomiales.

5.8. PATOLOGIA

La biosintesis de proteinas se fundamenta al fin y al cabo en el anilisis sobre un
mecanismo complejo de traduccién del ADN en proteina, cuya calidad depende
en primera instancia de la calidad del texto original, es decir del mensaje genético.
Las mutaciones que inducen una modificacién del ARNm no serdn descritas aqui,
s6lo serdn tratados los casos donde la patologfa provoca un efecto primario sobre
el transporte intracelular del producto de la biosintesis.

5.8.1. Deficiencia en o-1-antitripsina

La o-1-antitripsina es una glicoproteina de 54 kD, formada por una sola cade-
na polipeptidica con 4 cadenas glucidicas unidas a la asparagina. La a-1-antitripsina
hace parte de las antiproteasas del plasma como la @-2-macroglobulina, 3-1-
anticolagenasa y o-1-antiquimotripsina. La deficiencia en esta proteina esti aso-
ciada a una insuficiencia hepitica y a la cirrosis en el nifio, asi también a una
enfisema pulmonar en el adulto joven. La a-1-antitripsina es sintetizada por los
hepatocitos y su vida media en el plasma es alrededor de 8 dfas. La o-1-antitripsina
del plasma aumenta ripidamente y hasta tres veces durante las inflamaciones agu-
das y las infecciones graves.

En la deficiencia en o-1-antitripsina, la concentracién de esta proteina en el
plasma es reducida a menos del 40% de lo normal. En MO, se nota en los
hepatocitos la presencia de inclusiones globulares. En ME, las acumulaciones se
observan a nivel del Reticulo Endoplédsmico. El material acumulado en el Reticu-
lo Endoplismico es la antitripsina pero su peso molecular es inferior a aquella de
la antitripsina del plasma. El anilisis quimico muestra una deficiencia en 4cidos
sidlicos terminales. La deficiencia se encontraria en la modificacién de algunos aas
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de la cadena peptidica de la antitripsina en la vecindad del sitio de unién de una
cadena polisacaridica impidiendo su unién. Esto impediria el transporte de la
molécula a nivel de Reticulo Endopldsmico. La adicién de 4cidos sidlicos termina-
les no podria efectuarse, porque la antitripsina ya no pasa por el CG. La ausencia
del transporte podria estar asociada a la tendencia particular de la antitripsina
modificada a formar agregados. Hay que notar que la glicosilacién no es indispen-
sable para el transporte intracelular, como lo muestra la existencia de algunas pro-
teinas de secrecién no glicosiladas, cuyo ejemplo més tipico es la albumina.

5.8.2. Anomalia de hidrolasas lisosomiales

Se conocen varias enfermedades en el hombre donde la mutacién de uno de
los genes de las hidrolasas lisosomiales induce la acumulacién del substrato espe-
cifico en los lisosomas.

Dentro de las enfermedades lisosomiales de acumulacién, una categoria de
mucolipidosis (acumulacién de glicoaminoglicanos o mucopolisacaridos y de
glicolipidos), la mucolipidosis II (I-cell disease), se caracteriza por anomalfas del
conjunto de hidrolasas lisosomiales. Esto es paraddjico, porque la probabilidad de
mutaciones que afectarfan todas las hidrolasas lisosomiales es casi nula. El anilisis
de fibroblastos en cultivo de pacientes homocigotos que sufren de esta
mucolipidosis muestra que los lisosomas son deficientes del conjunto de hidrolasas
4cidas, mientras que esas hidrolasas estin presentes en el liquido extracelular.
Ademis, si se cultivan juntos los fibroblastos de sujetos normales y los de pacien-
tes que sufren de la mucolipidosis II, se constata que la presencia de los primeros
corrige la anomalfa de los segundos, que adquieren las hidrolasas y eliminan las
substancias acumuladas en los lisosomas. La acumulacién se explica aquf por una
mutacién dnica que afecta una enzima necesaria a la adicién del marcador de
hidrolasas lisosomiales, la manosa-6-fosfato. En consecuencia, las hidrolasas
lisosomiales no son retenidas en las células por la via directa de transferencia de
hidrolasas y cuando son secretadas por la via defectuosa, no son recuperadas tam-
poco por la via indirecta. Se comprende igualmente que si estas células se colocan
en presencia de hidrolasas secretadas por células normales, la situacién se corrija,
pues el receptor normal para la manosa-6-fosfato existe en las células afectadas.

En los enfermos de mucolipidosis II, los lisosomas en algunos tipos de células,
como los hepatocitos, contienen normalmente sus hidrolasas, implicando que existe
otro mecanismo que orienta y transporta las enzimas lisosomiales en algunos ti-
pos de células pero no en otros. La naturaleza de esta via independiente de manosa-
6-fosfato es desconocida. De manera similar, las proteinas de la membrana de los
lisosomas son también transportadas a los endosomas tardios a partir de Ia regién
red-trans-Golgi por una via (o vias) independiente de la manosa-6-fosfato.
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5.9. CARACTER EXHAUSTIVO DE LA INFORMACION GENETICA

Los ribosomas aseguran una traduccién fiel de la secuencia nucleotidica del
ARNm en secuencia peptidica. Esta secuencia constituye la estructura primaria
de la protefna. La cadena peptidica enseguida adopta una configuracién particular
y Gnica para una protefna dada. Esta configuracién implica lo que se llama la es-
tructura secundaria (puentes de hidrégeno a nivel de uniones peptidicas) y la es-
tructura terciaria (uniones de caracteres diversos a nivel de cadenas laterales de
aas). Para ciertas proteinas existe igualmente una estructura cuaternaria, resultado
de la asociacién de dos o mis cadenas peptidicas. La pregunta que se hace es écudl
es el origen de la informacién genética que determina una configuracién particu-
lar de la protefna?. Se podria imaginar que se trata de un repliegue progresivo au

fur et a mesure de la sintesis, que persiste luego. La posibilidad, la m4s simple es sin

embargo que la configuracién adoptada sea termodinimicamente la mis estable,
lo que significa que el conjunto de estructuras de orden superior es determinada
enteramente por la estructura primaria, es decir por la secuencia de aas. Varios
tipos de observaciones sugieren que la segunda hipétesis es la correcta. Lo mas
demostrativo es cuando se desnaturaliza una protefna, donde se muestra que la
destruccién de las estructuras secundarias, terciarias y cuaternaria, es un fenéme-
no reversible.

Las modificaciones producidas después de la sintesis de las protefnas son igual-
mente inscritas en la secuencia peptidica y en consecuencia en el mensaje genético.
Si por ejemplo, una proteina recibe la cadena oligosacaridica del dolicolfosfato, es
porque ella presenta en cierto momento la secuencia asparagina-X-treonina o
asparagina-X-serina. Como las modificaciones después de la sintesis implican a
menudo una destinacién particular para el producto de secrecién, asf el mensaje
genético especificando la secuencia de aas, especifica también el destino de la pro-
teina. Hay que anotar aqui, que los aziicares o regiones glucidicas intervienen con
frecuencia en los fenémenos de reconocimiento: los casos de protefnas que expo-
nen la galactosa reconocida por los hepatocitos y el del receptor para la manosa-6-
fosfato fueron ya citados mds arriba; hay también receptores de manosa sobre los
macréfagos y un receptor para la fucosa.

Hay que subrayar sin embargo, que el caricter exhaustivo del mensaje genético
implica la organizacién especifica de la maquinaria de la sintesis de proteinas de
las c€lulas eucaridticas. En efecto, el mismo mensaje genético a nivel de una bac-
teria no podré ser interpretado completamente: las modificaciones después de la
sintesis que implican enzimas especificas no podrin ser efectuadas. Esta anota-
cién es importante porque, desde el punto de vista prictico, ella fija un limite a las
posibilidades de obtener por manipulacién genética protefnas que implican mo-
dificaciones después de sintesis. La incorporacién del gen de una proteina
eucariftica en un genoma bacteriano (transfeccién) reproduciri la secuencia de
aas, pero, por ejemplo, las glicosilaciones eventualmente necesarias no podrin ser
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introducidas. Aunque actualmente se estin haciendo este tipo de estudios en cé-
lulas eucariéticas en cultivo, pero sigue siendo muy dificil el estudio y la com-
prension de las modificaciones postraduccionales de las proteinas eucariéticas sin-
tetizadas en el RER y maduradas en el CG. El problema es que estas células han
sido adaptadas para el cultivo y presenta las limitaciones de que no reproducen
fielmente todas las etapas necesarias y las regiones glucidicas de genes transfectados
en estas células, producen glicoproteinas no funcionales.

NOTA: Parte de este capitulo fue publicado en: Spinel, C. Memorias del cur-
so de extensién: Biologia celular y molecular. Departamento de Biologfa, Univer-
sidad Nacional de Colombia. Santafé de Bogota. 1995.
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