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La c¢lula sintetiza numerosas moléculas que ella misma
necesita o vierte al medio extracelular. Por ejemplo, los
elementos de la matriz extracelular son sintetizados y
secretados bajo la forma de precursores solubles y las
proteinas del plasma sanguineo también son elaboradas y
secretadas por células. De otra parte, las células pueden
sintetizar también las proteinas y lipidos que necesitan
para mantener o reformar sus estructuras o para su me-
tabolismo.

En este capitulo se describen principalmente la sintesis y
los mecanismos de control de las proteinas por la célula,

en particular el papel fundamental que estos proceso cum-
plen el reticulo endopldsmico y el complejo de Golgi.

Lugares de la sintesis y modificacion de
las proteinas

La sintesis de todas las proteinas en la célula tiene lugar
en el citosol realizada por los polirribosomas (polisomas
o ribosomas libres) o en los ribosomas del reticulo
endopldsmico del denominado Reticulo Endoplasmico
Rugoso (RER), que se diferencia del Reticulo
Endoplasmico Liso (REL) por la presencia de ribosomas
en ¢l lado citosélico de la membrana. Generalmente, ¢l
RER se presenta como un conjunto de cisternas delgadas

unas sobre las otras, de 40 a 70 nm de espesor que gene-

ralmente se localiza de manera perinuclear. Por su parte el
REL es una estructura tubular desordenada y un conjunto
de vesiculas redondeadas, ovoides y alargadas. En las
células que secretan grandes cantidades de proteinas se
observa un RER muy abundante, mientras que aquellas
que secretan preferencialmente lipidos contienen un REL
muy profuso.

La célula eucaridtica 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 plasmatica delimita ¢l medio intracelular (re-
gion citopldsmica o citosélica) del medio extracelular (re-
gion exopldsmica). Por otro lado, iinicamente en las célu-
las eucarioticas, las membranas de los organelos delimi-
tan las regiones interiores de los organelos consideradas
como equivalentes, pero no iguales, a la regién
exoplasmica. La presencia del RER y de los polirribosomas
como lugares diferentes de la sintesis proteica permite a
la célula seleccionar las proteinas que iran a las regiones
exoplasmicas y a las membranas de aquellas que son des-
tinadas a la region citosélica. La célula puede controlar
asi los procesos de sintesis, de maduracion y los destinos
finales adecuados de las proteinas. Sin embargo, los
ribosomas que intervienen en la sintesis de proteinas, tanto
en el RER como ¢n los polirribosomas, son idénticos.
Sus dos subunidades se encuentran disociadas en el citosol
cuando no estén sintetizando proteinas y se unen en el
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citosol para formar el ribosoma de los polirribosomas o

del RER (Figura 1).

Polirribosoma 0

Subunidades en 9

el citosol

Figura 1. 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 Endoplasmico Rugoso
(RER). Al finalizar la sintesis de la cadena polipeptidica, el ribosoma se
disociada de nuevo y sus subunidades son liberadas al citosol (2).

Las mitocondrias y los cloroplastos representan el tercer
lugar de sintesis de proteinas. EIADN de las mitocondrias
humanas codifica para trece proteinas y su sintesis se
realiza en la matriz mitocondrial por sus ribosomas a par-
tir de los aminoécidos transportados desde el citosol. En
los cloroplastos también se realiza sintesis de proteinas
en su membrana tilacoidea y en su matriz.

Péptido sefial RE

El mecanismo que utiliza la célula para direccionar la sin-
tesis de unas proteinas en el citosol y otras proteinas en el
RER se encuentra en los genes mismos que codifican a
las proteinas. La sintesis de todas las proteinas empieza
en el citosol, sin embargo, las proteinas que deben seguir
su sintesis en el RER tienen una sefial molecular en forma
de una secuencia peptidica sintetizada al inicio del extre-
mo amino terminal. Cuando existe esta secuencia peptidica
de sefial del reticulo endopldsmico, llamado péptido se-
fnal RE (conocida antes como Secuencia de Sefial), se
interrumpe la sintesis proteica en el citosol gracias al re-
conocimiento de esta sefial por la SRP (particula de reco-
nocimiento de sefial RE), y no prosigue sino hasta encon-
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trar el RER donde se organiza el translocén en la mem-
brana y de esta manera la cadena peptidica naciente atra-
viesa del citosol a la luz del RER (Figura 2). St la cadena
peptidica naciente no tiene el péptido seilal RE, se conti-
nua la sintesis proteica en el citosol y los ribosomas si-
guen ensamblandose sobre el RNAm, formando asi un
polirribosoma, entonces, la sintesis de la proteina se rea-
liza totalmente en el citosol (Figura 1 Polirribosoma). Las
proteinas sintetizadas en estos polirribosomas tienen se-
fiales en sus extremos amino terminal o pequefias secuen-
cias de aminodacidos intercaladas en la cadena peptidica
que determinan e intervienen en su transporte al sitio exacto
de su destino final, ya sea la mitocondria, el cloroplasto o
el nuicleo.

RNAm 3 5] Ribosoma

Membraa RER

Figura 2. Ciclo de la particula de reconocimiento de seiial
(SRP).

Exposicion del péptido sefial RE en la cadena peptidica naciente. La
SRP se une al péptido sefial RE e interrumpe la sintesis proteica en el
citosol. Luego ocurre la translocacion del ribosoma sobre la membrana
del RER. Un receptor especifico de la membrana del RER reconoce la
SRP asociado al complejo de sintesis proteica. Se organiza el translocon
(aparato translocador) en la membrana del RER y permite el paso de la
cadena peptidica naciente y la SRP se une a un GTP. La SRP se libera al
citosol por la hidrélisis del GTP y su receptor queda unido al translocén.
La sintesis de la proteina continia y el receptor de la SRP se libera por
unién a un GTP que se hidroliza posteriormente.

Ren: ribosoma con la cadena peptidica naciente; SRP: particula de
reconocimiento del péptido sefial RE; Ren-SRP: complejo formado
por el Ren y la SRP; RS: receptor de la SRP; GTP: guanosin trifosfato;
GDP: guanosin difosfato; Pi: fosfato inorgénico.

Los péptidos sefial RE varian en longitud entre 13 a 36
aminodcidos; aln asi, todos poseen ciertas caracteristi-
cas en comun: poseen 10 a 15 aminodcidos hidrofobicos
en su centro, uno o mas residuos cargados positivamente
usualmente cerca al extremo amino terminal, precedien-
do la secuencia hidrofébica, finalmente, presentan una
secuencia corta en el carboxilo terminal (cercana al sitio
de corte por la peptidasa de sefial) que es relativamente
polar y que tipicamente contiene residuos de aminodcidos
con cadenas laterales cortas (especialmente alanina) en
las posiciones mds cercanas a los sitios de corte.



Particula de Reconocimiento de Seiial

Como se menciond, el péptido sefial RE es reconocido
por la particula de reconocimiento de sefial (SRP) que
se encuentra en el citosol. La SRP de los mamiferos es
una ribonucleoproteina conformada por un RNA (RNA
7SL) y por seis subunidades proteicas denominadas SRP
seguidas por el nimero que corresponde al peso molecular
en kDa (SRP54, SRP72, SRP68, SRP19, SRP14, y SRP
9) (Figura 3). La SRP54 consiste de un haz de cuatro
hélices N-terminal, un dominio con actividad GTPasa y
un dominio C-terminal a-helicoidal rico en metionina. La
SRP puede ser dividida en dos dominios funcionales, el
dominio Alu que se une al péptido de sefial RE y el domi-
nio S que se une al complejo ribosoma-cadena naciente
(Ren) por el sitio aminoacil del ribosoma (Figura 2).
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RNA7SL
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N Dominio Ala

Figura 3. Esquema de la particula de reconocimiento de sefial
(SRP) de mamiferos.

La SRP esté constituida por un ARN (ARN-7SL) y sobre ¢l se encuentran
las seis proteinas SRP designadas por el niimero que corresponde al
peso molecular en kDa. Presenta dos dominios: Alu y 8, el dominio Alu
es el que reconoce el péptido sefial RE y el extremo S es el que interfiere
en el sitio aminoacil impidiendo la sintesis proteica.

9, 14, 68, 72, 54 y 19: peso molecular en kDa de las proteinas SRP;
ARN-TSL: 4cido ribonucleico de 7 unidades de Svedberg de la SRP.

La SRP se une al péptido sefial RE presente en proteinas
destinadas a las membranas, a las organelas con mem-
brana (excepto mitocondria y cloroplasto) o en las que
van a ser secretadas (Figura 4A) mediante la subunidad
SRP54 y forma el complejo ribosoma-cadena naciente
(Ren-SRP) (Figura 4B). Esto causa una interrupcién tran-
sitoria en la elongacion del polipéptido mediante un meca-
nismo que aun se desconoce. La unién de SRP54 al
ribosoma aumenta su afinidad por ¢l GTP, lo cual permite
que el complejo Ren-SRP sea guiado y asociado al recep-
tor de la SRP que se encuentra anclado en la membrana
del RER (Figura 4C).

El receptor de la SRP en mamiferos es un heterodimero
que consiste de dos subunidades, o y  (Figura 4C). La
subunidad a del receptor consiste de un dominio N-ter-
minal altamente cargado y un dominio GTP similares a
aquellos encontrados en la SRP54. La subunidad P del
receptor SRP pertenece a la subfamilia ADP-ribosylation
factor (Arf) de GTPasas y se encuentra anclada a la mem-
brana de RER mediante su dominio N-terminal. Las dos
subunidades que conforman al receptor de la SRP for-
man un complejo estable cuando la subunidad  se en-
cuentra unida al GTP, en contraste, la hidrélisis del GTP
es capaz de disociar dichas subunidades.

Como ya se habia mencionado, la afinidad de SRP54 por
el GTP incrementa cuando la SRP se une al péptido serial
RE de un péptido naciente y forma un complejo estable
Ren-SRP. De forma similar, la subunidad o del receptor
SRP posee una baja afinidad por el GTP que aumenta dra-
maticamente cuando el complejo Ren-SRP se une al re-
ceptor de la SRP. Tras esta unidn, las subunidades SRP54
v o del receptor estimulan reciprocamente sus activida-
des GTPasas y la hidrélisis del GTP lleva a la disociacién
de la SRP de su receptor, retornando a su estado inicial
libre y puede volver a realizar este proceso con otro péptido
sefial (Figura 4D). El complejo Rcn libre de la SRP
interactiia con la subunidad [ del receptor (que se en-
cuentra unida al GTP) y estimula su actividad GTPasa
induciendo la transferencia del péptido seiial al translocén
(Figura 4D). Se ha demostrado que la interaccién de la
subunidad B del receptor con el GTP y con el Rcn es
esencial para la liberacion del péptido seiial RE de la SRP
y para su transferencia al translocén, ya que en presencia
de GDP, el péptido seiial RE puede unirse mediante puen-
tes cruzados con la SRP54, en contraste, en presencia de
GMP una porcion significativa del péptido seiial se une
mediante puentes cruzados al translocon. Tras la disocia-
cion de la SRP de su receptor, la elongacion del polipéptido
se continua y el péptido creciente es translocado (o inte-
grado) cotraduccionalmente a través de la membrana del
RER.
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Figura 4. Unién de la SRP al péptido de sefial RE y abertura del translocon.

A. El péptido de sefial RE en el ribosoma con la cadena peptidica naciente es reconocido por la SRP. B. La subunidad SRP54 se une al péptido de
sefial RE y el dominio Alu promueve un arresto transitorio en la elongacién de la cadena polipeptidica y la SRP54 aumenta su afinidad por el GTP.
C. El complejo Ren-SRP difunde hacia la membrana del RER y se ancla con el receptor de la SRP a través de la interaccion GTP dependiente entre
SRP34 y la subunidad & del receptor. D. La subunidad del receptor SRF b unida al GTP interactia con el complejo Ren e induce la transferencia del
péptido sefial hacia el translocén que abre el sello luminal. La subunidades SRP54 y 4 del receptor activan mutuamente sus actividades GTPasas y
la SRP se disocia del receptor, lo cual permite que se contintie la elongacién del polipéptido. La SRP se une e hidroliza el GTP liberdndose del
complejo Ren, en este momento el sello luminal del translocon se abre y la cadena peptidica naciente se ubica en el translocén.

Ren: Ribosoma con la cadena peptidico naciente; SRP: particula de reconocimiento del péptido sefial RE; Ren-SRP: complejo formado por el Ren
y la SRP; RS: receptor de la SRP; GTP: guanosin trifosfato; GDP: guanosin difosfato

El translocin

El transloc6én es un complejo proteico dindmico y
multifuncional que forma un poro acuoso que atraviesa la
membrana del RER y facilita el paso de proteinas a través
de dicha membrana. En mamiferos, el translocén se en-
cuentra formado por ¢l complejo heterotrimérico Sec61a
(Sec61afy forma el poro acuoso) y TRAM (translocating
chain-associated membrane protein) con otras proteinas
asociadas. Las paredes del poro del translocén son for-
madas principalmente por 2-4 copias de Sec61a que se
oligomerizan para formar anillos con poros que fluctiian
en su apertura entre unos 1,5 nm en su estado inactivo a
unos 4 a 6 nm durante la translocacion proteica. Estos
anillos a su vez se alinean coaxialmente con el tinel de
salida de la cadena naciente en el ribosoma. La cadena
peptidica liberada de 1a SRP entra en contacto con la mem-
brana del RER (Figura 4C). Esta interaccion activa a los
elementos del translocén y una vez que la cadena nacien-
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te alcanza una longitud umbral, el sello luminal se abre
por mediacion de la BiP, una chaperona de choque térmi-
co 70 (Hsp70) presente en el lumen del RE (Figura 4D),
formandose asi, €l poro acuoso en la membrana del RER
(Figura 5). La cadena peptidica sigue creciendo y atravieza
¢l poro a medida que forma un bucle, ya que el cardcter
hidrofobico del péptido sefial RE hace que €ste se quede
anclado en el translocon durante la sintesis proteica (Fi-
gura 5).

A medida que la sintesis proteica continua, diferentes re-
giones de la cadena naciente deben ser dirigidas hacia el
citosol, el lumen o la bicapa. En el caso de las proteinas
que seran translocadas al lumen del RER o de aquellas
que tendrdan un dominio transmembranal y otro luminal,
una estrecha unién iénica formada entre el translocén y el
Ren evita el paso de la cadena naciente hacia el citosol, de
esta forma direcciona la cadena hacia el lumen del RER
(Figura 5). Una vez finalizada la sintesis proteica (Figura
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Figura 5. Esquema de penetracién de la cadena naciente a través de la membrana del RER por el translocén y culminacién de la

sintesis en el RER.

Inicialmente se forma el translocon, luego ocurre el paso de la cadena peptidica naciente a través del translocon unido al receptor de la SRP o y B
(R-SRP). Posteriormente el péptido de sefial RE se ubica en el poro acuoso del translocon y ocurre la apertura del sello luminal. Continuacién de
la sintesis peptidica en el RER. Finalmente se produce la proteélisis del péptido sefial RE y liberacién de la proteina en la luz del RER.

ARNm: écido ribonucleico mensajero; RER: reticulo endoplasmico rugoso; Mem. RER: membrana del RER; NH2: extremo amino terminal de la

proteina; COOH: extremo carboxil terminal de la proteina.

5) o en algunos casos en etapas anteriores (Figura 6 C),
el péptido sefial RE es separado de la cadena peptidica
recién sintetizada por accion de la peptidasa de seiial, la
cual se encuentra presente en el RER. De esta forma, la
protedlisis del péptido sefial RE puede dejar la proteina
sintetizada en dos posiciones diferentes. En la primera
posicion, en la que la translocacién proteica es total, es
decir que el iltimo aminoacido de la proteina entra a la luz
del RER, se libera completamente la proteina en dicho
compartimiento. Estas proteinas pueden tener dos desti-
nos: hacia el exterior de la célula como producto de se-
crecion o hacia el interior de otros organelos con mem-
brana (Figura 5). En la segunda posicion, en la que la
translocacion no es completa (Figura 6), ciertos domi-
nios proteicos no atraviesan totalmente la membrana del
RER y quedan insertados o anclados en ella (Figuras 6C,
D, E). Estas proteinas con dominios de membrana van a
conformar las proteinas de las diferentes membranas de
la célula, excepto las de mitocondrias y cloroplastos.

Cuando se sintetizan las proteinas de membrana, para
impedir una translocaciéon completa, dichas proteinas,
ademas del péptido sefial RE (que es eliminado por accién
de la peptidasa sefial), poseen otro péptido sefial (Figuras
6C, D) que no es eliminado, en lugar de esto, tales se-
cuencias se mueven lateralmente hasta la bicapa para for-
mar un dominio de secuencia transmembranal (TMS)
denominado sefial de anclaje (anteriormente denominado
pare de transferencia peptidico) (Figura 6C).

En el caso de una proteina politopica, es decir con varias
regiones transmembranosas, se presume que el poro del
translocon es alternativamente sellado en sus extremos

citosolico y luminal por medio del sello idnico Ren-
trasnlocon y de la BiP, respectivamente. De esta forma,
en la sintesis y translocacion de proteinas, el poro nunca
se encuentra en un continuo acuoso entre el citosol y el
lumen del RER, ya que durante la translocacion de domi-
nios luminales, el poro es sellado en la cara citosélica por
la uni6n iénica estrecha Ren-translocon; alternativamen-
te, durante la sintesis de dominios citosélicos, el extremo
luminal del poro es sellado por accién de BiP.

Sediales de direccionamiento

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 de-
pende de la secuencia de sus aminodcidos que puede con-
tener las seiiales de direccionamiento (sorting signals),
las cuales permiten orientar la localizacion de la proteina
fuera del citosol. La mayoria de las proteinas sintetizadas
por los polirribosomas no tienen una sefial de
direccionamiento y en consecuencia permanecen en el
citosol. Muchas otras, sin embargo, tienen sefiales de
direccionamiento especificas que orientan su transporte
hacia el niicleo, o al RE, o a las mitocondrias, o a los
plastidios, 0 a los peroxisomas.

Ademads 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, sin embargo parece ser
poco frecuente. Existen proteinas citosélicas que reco-
nocen proteinas especificas sintetizadas en el citosol que
tienen una secuencia llamada sefial de direccionamiento
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Figura 6. Esquema de insercion de las proteinas en la membrana
del RER.

A. El complejo Ren-SRP difunde al RER donde es reconocido por el
receptor de la SRP a0 y . B. El receptor se une con la SRP, y ¢l Ren se
une fuertemente al translocén y el sello luminal se libera. El translocén
cambia su modo de translocacion a integracion, es posible que en este
paso la peptidasa sefial separe el péptido de sefial RE. C. Liberacién de
la unién iénica Ren-translocon y sintesis del dominio de secuencia
transmembranal (sefial de anclaje). D. Anclaje del péptido de
transferencia en el translocon, cierre del sello luminal por la proteina
chaperona BiP y sintesis del dominio citosolico. E. La proteina madura
se inserta en la membrana y el ribosoma se libera.

Ren: Ribosoma con la cadena peptidico naciente; SRP: particula de
reconocimiento del péptido sefial RE; Ren-SRP: complejo formado
por el Ren y la SRP; ap: receptor de la SRP; N: extremo amino terminal
de la proteina; C: extremo carboxil terminal de la proteina.

para el RER y las transportan al RER (Figura 7 S.RER).
Dos familias diferentes de proteinas reconocen las sefia-
les peptidicas diferentes al péptido sefial RE: las proteinas
chaperonas y las proteinas Hsp70 del citosol. Aparente-
mente las proteinas chaperonas y las Hsp70 intervienen
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Figura 7. Anclaje en la membrana del RER de una proteina
sintetizada en el citosol.

S.RER: sefial de direccionamiento para el RER; Ch: proteina chaperona;
RER: Reticulo Endoplasmico Rugoso; 1 y 2: proteinas que permiten el
paso y la insercion de la proteina en la membrana del RER.

en el desplegamiento de las proteinas sintetizadas por los
polirribosomas, y las acompafian hasta su destino final
incluyendo la translocacion a través de la membrana blan-
co, como en las membranas de las mitocondrias y de los
cloroplastos. El mismo mecanismo puede intervenir para
la insercion (o anclaje) en la membrana del RER de pro-
teinas sintetizadas en el citosol con sefial de
direccionamiento para el RER. En la membrana del RER
existen dos proteinas que intervienen en la translocacion
de las proteinas con sefial de direccionamiento RER sin-
tetizadas por los polirribosomas y transportadas por las
Hsp70 (Figura 7 S.RER). Estas dos proteinas de la mem-
brana del RER actuarian como el aparato translocador
(Figura 7 - 1 y 2). Existen también translocaciones a tra-
vés de la membrana del RER de proteinas sin sefiales en
sus extremos amino terminal, pero su mecanismo no se
conoce. 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 identificado seiiales de parche o
internas, que estdn constituidas por pequefias secuen-
cias de 3 a 4 aminodacidos dispersas en la cadena peptidica
(ue se orientan en una misma region de la proteina cuan-
do se repliega. La sefal de parche de algunas proteinas
destinadas al nucleo interactia con el complejo del poro
nuclear para poder atravesarlo. Se piensa que estas sefia-
les determinan su reconocimiento por las proteinas
chaperonas o de choque térmico que las transportan a
través del citosol para que lleguen a la organela blanco.

Las proteinas destinadas a las mitocondrias presentan una
sefal en el extremo amino de la proteina y se caracteriza



por tener 15 aminoacidos basicos (principalmente arginina
y lisina) intercalados entre los primeros 30 aminoacidos,
denominado péptido seiial Mit (antes se llamaba secuen-
cia lider). Algunas proteinas tienen seiiales parche de
aminoacidos no cargados. Se han identificado receptores
en las dos membranas de la mitocondria que interactiian
con las sefiales, y aparatos translocadores de proteinas
por donde atraviesan las proteinas a la mitocondria. En
las proteinas destinadas a los cloroplastos se presenta tam-
bién 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 inme-
diatamente después del péptido sefial Clo. En la matriz de
estas dos organelas se encuentra la peptidasa de sefial que
elimina los péptidos sefiales cuando la proteina ingresa a
ellas,

Por tltimo, se han encontrado péptidos de sefiales de “es-
tancia” o “permanencia” en un compartimiento preciso
de la célula, como la que se encuentra en las proteinas
que se quedan en la luz del RER, denominada seiial de
retencién del RER. Las sefiales de retencion del RER
son motivos en la secuencia peptidica que son reconoci-
dos en la luz de la organela y hacen que la proteina se
queden en esta organela. Entre estos motivos se encuen-
tran el di-lisina en el extremo carboxil terminal y el di-
arginina en el extremo amino terminal.

Las proteinas sintetizadas en el RER viajan dentro de ve-
siculas hasta ¢l 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 membra-
na del complejo de Golgi (Figura 8).
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Figura 8. Esquema del complejo de Golgi.
Red-cis-Golgi. Cisternas medial. Cisternas trans. Red-trans-Golgi.
RER: reticulo endoplasmico rugoso; CI: compartimiento intermedio.

Maduracion de las proteinas

Una vez sintetizadas en el citosol o en el RER muchas
proteinas sufren modificaciones covalentes en su estruc-
tura, de manera que este proceso de maduracion
postraducional es esencial para lograr una actividad fun-
cional completa.

Maduracion en el RER

Muchas de las proteinas sintetizadas en ¢l RER sufren la
maduracién en el mismo RER o en el CG, sin embargo en
otras ocasiones las modificaciones se inician en el RER y
se culminan en el CG o en las vesiculas de secrecion o
incluso en el exterior de la célula.

Uno de los fendmenos mas conocidos de modificacion
postraducional es la formacion de puentes de disulfuro.
Esto ocurre gracias a que la proteina disulfuro isomerasa
cataliza la oxidacion del grupo sulfidril libre de las cisteinas
para formar uniones disulfido o puentes disulfuro, que
permiten a la cadena polipeptidica replegarse y adquirir
su estructura terciaria (Ver capitulo sobre traduccién).

Muchas de las proteinas sintetizadas en el RER son
glicosiladas en este organelo dando origen a las
glicoproteinas. El proceso de glicosilacion proteica mejor
conocido es el de la transferencia en bloque de un
oligosacarido compuesto por 2 N-acetilglucosaminas
(GlcNac), 9 manosas (Man) y 3 glucosas (Glc) al grupo
amino de la asparagina en la proteina naciente que co-
mienza su translocacion a la luz del RER (modificacion
cotraduccional). Esta unién se denomina N-osidica o
union a la asparagina. En la transferencia de este
oligosacdrido Glc,Man GlcNAc, a la asparagina intervie-
ne una molécula lipidica anclada en la membrana del RER
llamada dolicol, sobre el cual la cadena oligosacaridica
estd fijada por medio de un pirofosfato (Figura 9). La
enzima oligosacaril transferasa, cerca de la membrana,
traspasa en bloque la cadena oligosacdrida desde el dolicol
fosfato a la cadena peptidica naciente. A todas las
glicoproteinas N-osidicas se les une inicialmente este
oligosacarido, aunque sufran otras modificaciones durante
su maduracién final: se eliminan cuatro azicares en el
RER y otros cinco en el CG, para dejar un nicleo
pentasacirido comin, el cual se muestra en el siguiente
esquema:
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Figura 9. 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 mediado por la enzima oligosacaril
transferasa.

Mem: membrana del RER; Asn: asparagina; P: fosfato; O : N-
acetilglucosamina; o : Manosa; o : Glucosa.

Se conoce que la eliminacion de residuos de azicares en
el RER ocurre de la siguiente manera: la glucosidasa I
elimina la glucosa 1, la glucosidasa II elimina las glucosas
2 y 3, mientras que la manosidasa elimina la manosa 1.
Esta modificacién postraduccional da como resultado el
siguiente glicopéptido, el cual viaja del RER al CG en ve-
siculas:

Nucleo comun
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| Man-Man-Man
Asparagina - GlcNac-GlcNac-Man
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Maduracién en el complejo de Golgi

El complejo de Golgi se localiza generalmente cerca del
nticleo y en las células animales rodea el centrosoma.
Generalmente se organiza como un conjunto de cisternas
empiladas, delgadas, con dilataciones en los bordes que
estan rodeadas de muchas vesiculas (Figura 8). Entre el
RER y el CG se encuentran unas cisternas dilatadas en
forma de tibulos denominado compartimiento interme-
dio (CI) que es continuaciéon del RER pero no presenta
ribosomas. El CG se agrupa en tres regiones denomina-
das cis, medial y trans (Figura 8). La region cis esta cons-
tituida por redes tubulares orientadas hacia el RER, por
eso se le llama red-cis-Golgi. La red-cis-Golgi se continta
con la region medial constituida por cisternas delgadas
en el centro y dilatadas en la periferia. La region trans se
subdivide en dos: la primera constituida por cisternas
discontimias en el centro de la organela, se dilatan hacia la
periferia y hacia al centro formando una red tubular; la
segunda, constituida por redes tubulares asociadas en
forma de esfera, denominada red-trans-Golgi. La red-
trans-Golgi varia en su estructura en diferentes tipos ce-
lulares, y su tamaifio depende de la cantidad de trafico de
proteinas a través de ella.

El CG tiene doble polaridad: una morfolégica y otra fun-
cional. Las proteinas recién sintetizadas en el RER viajan
en vesiculas y entran al CG por la red-cis-Golgi, pasan el
empilamiento de las cisternas medial y trans y luego la
red-trans-Golgi para dirigirse hacia su destino. El destino
final de estas proteinas se determina durante este viaje
donde las proteinas sufren la maduracién. Las vesiculas
con una direccion ya determinada dejan el CG a nivel de
la red-trans-Golgi.

Glicosilacion

Como se mencioné antes, el oligosacarido de la
glicoproteina que proviene del RER sigue perdiendo azu-
cares al inicio de su travesia en el CG. En el siguiente
esquema se indica la eliminacion de los azucares por
enzimas de la red-cis-Golgi: la manosidasa I elimina las
manosas 1 y 2; y lamanosidasa II las manosas 3,4 y 5, lo
cual deja solo el nicleo pentasacarido comin.
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En algunas glicoproteinas sélo se eliminan dos residuos
de manosa, lo cual da origen a una glicoproteina cuya
ramificacién glucosidica se llama oligosacérido de tipo
rico en manosa.

Las cadenas oligosacaridicas cuyas cinco manosas se eli-
minan quedan sélo con el nucleo pentasacarido comuin.
Sobre las dos manosas libres se afladen primero la N-
acetilglucosamina (GlcNac) en la cisterna medial, ense-
guida la galactosa (Gal) y por ultimo el dcido N-
acetilneuraminico (4cido sidlico o NANA) en las cister-
nas trans. Asi se forman las glicoproteinas mas abundan-
tes y cuya ramificacion glucosidica se llama oligosacarido
de tipo complejo.

: Nugcleo comin Regién terminal
ala /GJcNac~Gaf-NANA
/ Man
Asparagina - GlcNac-GlcNac-Man \ GicNac-Gal-NANA
| \
aa Man-GicNac-Gal-NANA

oo ——

Oligosacdrido de tipo complejo

En el anterior esquema se muestra el oligosacarido com-
plejo de las glicoproteinas mds comuin, el triantenario o
de tres ramas, pero pueden ser también dos o cuatro ra-
mificaciones. Ademads, se pueden encontrar ramificacio-
nes en las galactosas. La fucosa puede adicionarse sobre
el GlcNac del niicleo comin. Frecuentemente la regién
terminal puede ser truncada y contener solo GlcNac y
Gal, o solamente GlcNac.

La formacién de la regién terminal sobre el nucleo
pentasacarido es realizada por tres enzimas

Mediol Citosol

B -uop

fo_fo'jt]'o Y

e weteateiwin

UDP

Nucleo UMP+Pi

oligosacaridico

Cisternas Trans

glicosiltranferasas que se encuentran en la membrana de
las diferentes regiones del CG. Estas enzimas actian en
forma secuencial, para que el orden de adicién sea de uno
en uno. Los azicares son activados en el citosol por la
union de un nucledtido (Figura 10) y atraviesan la mem-
brana del CG gracias a las glicosiltransferasas que se en-
cuentran en la membrana de las regiones del CG. Las mis-
mas enzimas afiaden el azicar al ndcleo comun de
oligosacaridos en la luz del organelo.

Los motivos oligosacaridos de las glicoproteinas tienen
muchas funciones: pueden 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 oligosacarido
complejo cuando pierden su dcido sidlico (NANA) termi-
nal por acciéon de una neuroaminidasa en el plasma. Asi
los hepatocitos sacan estas proteinas desactivadas de la
circulacién en pocos minutos. Otro ejemplo, es el siste-
ma ABO de los grupos sanguineos que estin determina-
dos por los aziicares externos de la region terminal como
se muestra en el siguiente esquema:

Grupo A Grupo B Grupo Q
GleNac / Gal
GlcNac-Gal
7 Fucosa N Fucosa i Fucosa
proteina-GlcNac-GlcNac-Gal
X  Fucosa / Fucosa  Fucosa
GlcNac-Gal
™ GicNac ™ Gal

El grupo A estd determinado por dos residuos de GlcNac
terminales, mientras que en el grupo B éstos son reempla-
zados por la Gal; por su parte el grupo O no contiene
aziicares en estas posiciones y la ramificacion termina en
las dos fucosas comunes de los tres grupos sanguineos.
El grupo AB se caracteriza por terminar con un GlcNac y
una Gal en estas posiciones.

Luz del complejo de Golgi

Figura 10. Sintesis en el CG de la regién terminal de oligosacaridos complejos sobre una glicoproteina de membrana.

La region terminal se forma por la adicion secuencial de N-acetilglucosamina @) por la N-acetilglucosamin-transferasa (1) en las cisternas medial,
la galactosa (o) por la galactosiltransferasa (2) y el N-acetilneuraminico o acido sialico (&) por la N-acetilncuramintransferasa (3) cn las cisternas
trans. La glicoproteina formada sale de la red-frans-Golgi anclada en la membrana de una vesicula.

Asn: asparagina; UDP: uridin difosfato; UMP: uridin monofosfato; Pi: fosfato inorganico; CMP: Citidin monofosfato.

201



En el CG, ademis de la glicosilacién N-osidica también se
realiza la O-osidica, la cual ocurre sobre la serina, la
treonina o la hidroxilisina, sin embargo este fenémeno es
mucho menos frecuente (un 10% de las glicoproteinas
sintetizadas por las células son glicosiladas en el CG por
medio de una unién O-osidica) y su mecanismo es muy
poco conocido. Generalmente comienza con N-
acetilglucosamina, seguido de unos 10 o mas azicares.

Los proteoglicanos, componentes abundantes de la ma-
triz extracelular y del mucus, estdn constituidos por un eje
central proteico y por muchas cadenas largas de aziica-
res que se unen al eje proteico. La glicosilacién de los
proteoglicanos se hace inicialmente sobre las serinas donde
se forma un tetrasacarido constituido por la xilosa segui-
da de dos galactosas y un dcido glucurénico. Sobre el
acido glucurdnico se adicionan disacéridos repetidos en
un gran numero conformando la regiéon de
glicosaminoglicanos de los proteoglicanos. Estos
disacaridos son N-acetilglucosamina unido a otro azicar,
que pueden ser el dcido glucurénico, el hepardn sulfato,
el queratan sulfato o la galactosa. Existen proteoglicanos
que quedan anclados a la membrana y conforman los
proteoglicanos de la membrana, importantes en el reco-
nocimiento y union entre las células de un mismo tejido.
En algunos casos también se sulfata la tirosina del eje
central luego de la glicosilacién. Los glicosaminoglicanos

son ensamblados en el CG e inmediatamente después son

sulfatados en el mismo organelo.

La glicosilacién N-osidica se presenta en todas las células
eucarioticas incluyendo las levaduras y estd ausente en
las procarioticas. Este tipo de glicosilacién se encuentra
en la gran mayoria de las glicoproteinas (90%) transpor-
tadas a través del RER y del CG, por lo cual se ha pro-
puesto que debe ser necesaria para este proceso de trans-
porte. Cuando se bloquea la glicosilacion, las proteinas
no se pliegan correctamente, se precipitan en el RER y no
son transportadas, sin embargo, la mayoria de ellas con-
servan su funcion si ésta no depende de la region
glicosilada. De otro lado, la adicién de los aziicares limita
el acercamiento de otras macromoléculas a la superficie
de las glicoproteinas, de esta manera, la presencia de los
oligosacaridos tiende a hacer relativamente mas resisten-
te una glicoproteina a la digestion por proteasas.

En el CG también se encuentran las enzimas necesarias
para la glicosilacion de los lipidos y la elongacion de las
cadenas oligosacaridicas de los glicolipidos, pero su me-
canismo aun no se conoce.
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Corte proteolitico (proteolisis)

Por lo general las proteinas sintetizadas en el RER que
van a ser secretadas sufren un corte enzimatico en la ca-
dena peptidica. Esta es otra modificacién que permite la
maduracién de proteinas. Las reacciones de proteolisis
s¢ realizan en el transito de las proteinas por el CG y se
contintan hasta la exocitosis del producto de secrecion.
Un ejemplo tipico es la conversion de la pro-insulina en
insulina (Ver figura 11 y capitulo sobre traduccién), que
se realiza por medio de la separacion del péptido de co-
nexion de la pro-insulina. La precision de esta protedlisis
implica la accién de peptidasas especificas.

Péptido de conexion

Figura 11. Esquema de la separacién proteolitica de la pro-
insulina en insulina.

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

A partir de una cadena peptidica, poliproteina,la
proteolisis puede generar distintas proteinas de actividad
biolégica a veces completamente diferente. El caso mas
demostrativo es el de un péptido de 3.100 dalton, la
proopiomelanocortina (Figura 12), llamada asi porque es
el precursor de una molécula cuya accién recuerda aque-
11a del opio (B-endorfina), de 3 tipos de hormonas estimu-
lantes de melanocitos (MSH a, B y y) y de la
adrenocorticotropina (ACTH). El precursor de cada una
de estas moléculas estd dotado de un par de aminoécidos
basicos, arginina o lisina que son el sitio de reconoci-
miento de las proteasas especificas. Este mismo meca-
nismo se encuentra para otros precursores, como el de la
pro-insulina. Parece que la manera en que ¢l precursor es
cortado puede modificarse ya sea de acuerdo al tipo celu-
lar o ya sea seglin las circunstancias fisiolégicas dentro
de un mismo tipo celular.
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Figura 12. Separacion proteolitica de la proopiomelanocortina.
En la cadena polipeptidica del precursor, las argininas y las lisinas que
sirven de referencia para la separaciéon por accion de las proteasas
estin indicadas por las lineas verticales.
MSH: hormona estimulante de
adrenocorticotropina; Lp: lipotropina.

melanocitos;  ACTH:

Es importante mencionar también la proteolisis extracelular
que se presenta en un gran numero de productos de se-
crecion como las enzimas digestivas: quimiotripsindgeno
y tripsinégeno. La secrecién de estas moléculas como
precursores 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 pro-
teinas del plasma como por ejemplo las responsables de
la coagulacién.

Ademds de las anteriores modificaciones que maduran
las proteinas y los lipidos, el CG adiciona también meta-
les, grupos sulfatos y fosfatos, y lipidos a las proteinas.
El zinc, los grupos sulfatos o fosfatos, o los proteoglicanos
facilitan la concentracién de moléculas en las vesiculas
de secrecion, Por ejemplo, la adrenalina se puede con-
centrar 100.000 veces més en las vesiculas de secrecion
que la del citosol por la adicién de grupos sulfatos.

Maduracion en el citosol

Las proteinas sintetizadas en los polirribosomas sufren
también algunas modificaciones, no se han encontrado
glicosiladas o aciladas, pero tiene que replegarse adecua-
damente o unirse varias cadenas peptidicas para formar
la proteina madura y funcional. Las proteinas chaperonas
de choque térmico 70 y 60 reciben a las moléculas sinte-
tizadas por los polirribosomas, intervienen en el
replegamiento adecuado de las cadenas peptidicas y en
sus uniones.

Por su parte, las proteinas que no logran la configuracién
adecuada para su funcionamiento o proteinas de vida media
corta en el citosol son marcadas con ubiquitinas y son
degradadas répidamente por el proteosoma en el citosol.
Este sistema se denomina ubiquitina-proteosoma, el cual
se describid inicialmente para la degradacion de proteinas
citosdlicas de vida corta como las que intervienen en el
control del paso de metafase a anafase. Este sistema con-
siste en la adicién de varias pequefias moléculas, llamadas
ubiquitinas, a la proteina que va a ser degradada, esto lo
realizan las enzimas de ubiquitinacién El (enzima
activadora), E2 (enzima conjugadora de ubiquitinas) y E3
(ubiquitina ligasa), luego la proteina con minimo cuatro
ubiquitinas pasa al proteosoma donde se realiza la
proteolisis (Figura 13).
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Figura 13. Esquema de la ubiquitinacién de una proteina
aberrante y su protedlisis por el proteosoma.

A. La ubiquitina se une a la enzima-activadora (E1) de ubiquitinas. B.
La El trasfiere la ubiquitina a una enzima-conjugadora de
ubiquitinas (E2). C. La ubiquitina es transferida de la E2 a la
ubiquitina-ligasa (E3) que a su vez liga la ubiquitina a la proteina
aberrante para ser degradada por el proteosoma. C*. Traspaso de la
ubiquitina de la E2 a la E3 directamente. C”. Traspaso de la ubiquitina
de la E3 a la proteina aberrante. D. Poliubiquitinacion de la proteina
que fue marcada con una ubiquitina por la E3. E. Entrada al proteosoma
de la proteina aberrante. Liberacion de la cadena de poliubiquitinas y
reciclaje de las ubiquitinas. Salida de pequefios péptidos producto de la
proeteolisis de la proteina aberrante realizada por el proteosoma.

a y B: subunidades de la coraza del proteosoma eucariético de 26S; 11:
proteina Rpnll de la particula de regulacién con actividad
metaloisopeptidasa que libera la cadena poliubiquitina de de la proteina
aberrante. 3: proteina de la base Rpt5 que se une a la cadena de
poliubiquitinas impidiendo su entrada al proteosoma.
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Eficacia de la sintesis de proteinas
asociadas al RER

La sintesis de proteinas requiere de un control que asegu-
re una sintesis y configuracién final que les permita a
estas moléculas ejercer una funcién adecuada en su des-
tino final. A continuacién se describen los procesos que
realiza la célula cuando una proteina no queda
correctamene plegada o presenta errores en la glicosilacion
de las proteinas sintetizadas en el RER. En el citosol ocu-
rre este mismo control y se hace directamente sin necesi-
dad de atravesar una membrana celular,

Plegamiento y maduracion proteica en el RE

Es de vital importancia para la célula regular adecuada-
mente las diferentes entidades de un proteoma (estruc-
tura celular constituida por proteinas que conforman una
estructura funcional), asi como de controlar la fidelidad
de cada uno de sus miembros. Como se mencioné ante-
riormente, las proteinas destinadas a la secrecién, a la
membrana plasmatica o al exterior de la célula son
translocadas al inicio de su sintesis desde el citosol hasta
el RER. El proceso de translocacion juega un papel clave
en la posterior modificacién y direccionamiento de estas
proteinas. Las proteinas entran al RER en un estado no-
plegado, de manera que es funcién de dicha organela
modificar y plegar adecuadamente las proteinas que es-
tan siendo translocadas, para que asi, adquieran su con-
formacién biolégica activa, sean capaces de dejar el RER
y continuar su ruta de maduracién para que alcancen su
destino final, fenémeno que tnicamente ocurre cuando
estas proteinas se encuentran adecuadamente modifica-
das y plegadas en el RER.

Los componentes mas importantes de los procesos de
modificacién y plegamiento en el lumen del RER son: la
peptidasa de sefial, cuya funcién es separar el péptido
senal de la proteina translocada; el complejo oligosacaril
transferasa, que lleva a cabo la N-glicosilacion; y la pro-
teina disulfuro isomerasa, que participa en la formacién
de puentes difulfuro. Sin embargo, a veces estos proce-
sos presentan errores que llevan a una incorrecta estruc-
tura final produciendo proteinas inactivas aberrantes, que
si no son adecuadamente tratadas forman agregados
proteicos. Para disminuir estos errores, un complejo sis-
tema de chaperonas que se encuentran especialmente ac-
tivas en el lumen del RER, asisten al proceso de plega-
miento a través de un mecanismo ATP-dependiente. Las
proteinas que son liberadas del translocén son inmediata-
mente asistidas por chaperonas, previniendo asi, que su-
perficies hidrofébicas generen contactos inter o
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intramoleculares erréneos. Aun asi, este mecanismo de
plegamiento asistido por chaperonas tampoco garantiza
la correcta configuracién. Un sistema de control en la
eficacia de la sintesis en el lumen del RER detecta las
proteinas mal plegadas o con errores en la glicosilacion y
las dirige hacia sistemas de eliminacion presentes en el
citosol.

Deteccion de proteinas aberrantes

Las proteinas aberrantes (incorrectamente plegadas) son
selectivamente eliminadas, evitando asi la formacién de
agregados proteicos. Inesperadamente, el proceso de eli-
minacion de las proteinas incorrectamente plegadas del
RER es dependiente del sistema citosdlico ubiquitina-
proteosoma, por lo que es necesario que exista una
retrotranslocacion (o dislocacion) de las proteinas
aberrantes a través de la membrana de esta organela. El
mecanismo de control se rige por las variantes estructu-
rales incluyendo secuencias primarias, modificaciones
post-traduccionales y estado de plegamiento proteico y
no por la funcién de la proteina.

Como ya se describio, en las células de mamiferos, a
medida que las proteinas son translocadas a través de la
membrana del RER se le unen oligosacaridos esenciales
de la estructura Glc,Man,GIcNAc, a la cadena peptidica
naciente (Figura 9). Luego los 2 primeros residuos de
glucosa expuestos hacia la parte exterior, son recortados
por las glucosilasas I y II, dejando una glucosa expuesta
hacia el interior de la proteina, lo cual permite que esta
proteina monoglucosilada se una con la calnexina y con
la calreticulina. Cuando el residuo de glucosa remanente
es recortado por la glucosilasa II, el complejo se disocia
liberando una proteina con la estructura Man GlecNAc,.
Si la glicoproteina se encuentra incorrectamente plegada,
el N-glicano, N- Man GlcNAc, es re-glucosilado en la
misma posicién por una UDP-glucosa glucosiltransferasa,
lo cual induce a que la glicoproteina pase por una nueva
ronda de unién calnexina/calreticulina, que a su vez, evita
que la proteina escape del RER. Si el anterior ciclo persis-
te debido a la inhabilidad de la glicoproteina de alcanzar
su conformacién nativa final, la manosidasa I separa la
manosa ol,2-unida de la rama central, generando un
glicano con la estructura Man,GlcNAc, que es reconoci-
da por una lectina especifica o debido a la lenta liberacion
de la forma reglucosilada (Gle ManGlcNAc,) de la
calnexina, estos eventos van a determinar el
direccionamiento y entrega de las glicoproteinas incorrec-
tamente plegadas a la maquinaria de eliminacidn para su
retrotranslocacion (o dislocacion) hacia el citosol donde
son degradas por el sistema ubiquitina-proteosoma.



Retrotranslocacion de proteinas

Todos los componentes asociados a la maquinaria de
ubiquitinacion identificados hasta el momento son
citosolicos o se encuentran en la cara citosélica de las
membranas. Debido a lo anterior, las proteinas aberrantes
presentes en el lumen del RER deben ser extraidas de
dicho compartimiento hacia el citosol, donde la maquina-
ria de degradacién ubiquitinas-proteosoma las degradan.
Aunque poco se conoce sobre este proceso, se piensa
que la retrotranslocacion ocurre via un canal acuoso si-
milar al canal de importacién (Sec61) del translocdn, sin
embargo, se presume que este canal de exportacion dife-
riria en composicion de su andlogo de importacion. Las
caracteristicas de dichos canales permiten el transporte
de proteinas a través del ambiente hidrofébico presente
en la membrana del RER mientras proveen un estrecho
sello previniendo escapes de otras moléculas.

La retrotranslocacion de las proteinas aberrantes necesita
de un mecanismo de redireccionamiento hacia dicho ca-
nal acuoso de exportacion. Posibles componentes
involucrados en el redireccionamiento, que actuarian en
forma cooperativa son: la disulfuro isomerasa, una lectina
(Htm1p/Mnllp), la Derlp del RER (funcién ain desco-
nocida), la BiP (Kar2p) que abre el sello luminar del
translocén y una proteina de membrana del RER (Hrd3p)
que funciona en conjunto con la ubiquitina-ligasa (Der3p/
Hrd1p) del citosol. Las glicoproteinas aberrantes son ex-
portadas a través de la membrana del RER con sus azi-
cares adheridos, el retrotranslocon acomoda moléculas
aun mas grandes que el translocon, lo cual se lograria
mediante rearreglos en sus unidades conformacionales.

Ubiquitinacion y direccionamiento al proteosoma

Las ubiquitinas, proteinas pequefias y altamente conser-
vadas, son afladidas por enzimas-ubiquitinas (E1, E2 y
E3) a las proteinas aberrantes o que tienen que ser elimi-
nadas por protedlisis citosélica en el proteosoma
(ubiquitinacion).

Las proteinas aberrantes que se encuentran presentes en
el lumen de RER deben ser ‘escoltadas’ hacia la membra-
na y por lo menos parcialmente transportadas al citosol
por factores adicionales antes de que la ubiquitinacion se
lleve a cabo. La seleccién del sustrato ocurre indepen-
dientemente del sistema de ubiquitinas, que en este caso
no confiere especificidad al proceso de degradacion. El
mecanismo que ‘entrega’ tales sustratos aberrantes des-
de el retranslocén (Htmlp, PDI, Sec61 o BiP) hasta las
ubiquitinas para la subsiguientc ubiquitinacion aun s¢ des-
conoce.

Una vez ocurrida (o parcialmente ocurrida) la
retrotranslocacion desde el RER, casi todas las proteinas
aberrantes son poliubiquitinadas (Figura 13D) antes de
ser degradadas por ¢l proteosoma (en cucariotes el
proteosoma tiene un coeficiente de sedimentacion de 268,
y se le conoce como proteosoma 268 para diferenciarlo
del de procariotes que es de 248). En el citosol, la selec-
cion de sustratos para el sistema del proteosoma se en-
cuentra mediada por las ubiquitinas-ligasas (E3) (Figura
13A). La poliubiquitinacién proteica es un proceso de-
pendiente de energia que involucra basicamente cuatro
pasos: 1. La ubiquitina, mediante su residuo de glicina C-
terminal, se une por un enlace tio-ester a la enzima-
activadora de ubiquitina (E1) (Figura 13A); este primer
paso requiere de ATP. 2. A continuacion la ubiquitina es
transferida a una de varias enzimas-conjugadoras de
ubiquitinas (E2) mediante una esterificacion trans-tiol. 3.
Posteriormente, la ubiquitina es transferida a un grupo &-
amino de un residuo de lisina de la proteina blanco que
generalmente es facilitado por medio de una ubiquitina-
ligasa (E3) (Figura 13C). Se ha encontrado que la enzima
conjugadora de ubiquitinas E2 puede pasar la ubiquitina
directamente a la ubiquitina ligasa E3 sin que tenga un
substrato para ser ubiquitinado (Figura 13C’) y poste-
riormente la ubiquitina-ligasa E3-ubiquitina traspasa la
ubiquitina al sustrato (Figura 13C”"). 4. La ubiquitina con-
jugada al sustrato (proteina aberrante) por si sola sirve
como sustrato de ubiquitinacion y repetidas rondas llevan
a la formacion de la cadena poliubiquitinada (Figura 13D)
sobre la proteina. En general, la ubiquitina K48 actia como
un receptor de conjugacion y una cadena que contenga
por lo menos cuatro ubiquitinas es requerida para la acti-
vacion de la degradacion por parte del proteosoma. Sin
embargo, otros residuos de lisina también pueden aceptar
ubiquitinas. La especificidad en el direccionamiento de
las proteinas para ser degradadas por el proteosoma des-
cansa sobre la peculiar interaccion entre la E2 (de las cuales
se encuentran pocas), la E3 (de las cuales se encuentran
bastantes) y la proteina aberrante (Figura 13C). Sin em-
bargo, existen casos excepcionales en los que la E2 es
capaz de promover ubiquitinacién en ausencia de E3.

Una vez que la proteina ha sido encaminada hacia el
retrotranslocon, es necesario que exista una fuerza que
empuje 0 que hale, dirigiendo de esta forma la proteina
hacia el protecosoma. Es claro que la falta de
poliubiquitinacion no sélo previene la degradacion proteica
por parte del proteosoma, sino que también lleva a fallas
en el transporte proteico, ya que se ha visto que la protei-
na, sin una adecuada ubiquitinacion, pareciese ‘resbalar-
se’ de nuevo hacia el lumen del RER, sugiriendo que la
poliubiquitinacion es necesaria para la retrotranslocacion.
La modificacion de la proteina aberrante podria darse
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cuando el N-terminal o ¢l primer residuo de lisina se tor-
nan asequibles para la maquinaria de ubiquitinacién. Una
poliubiquitinacion progresiva podria servir como un me-
canismo de remolque que mueve a la proteina desde el
retrotranslocon hasta el citosol, donde las largas y
‘estorbosas’ cadenas de poliubiquitinas previenen que la
proteina se deslice de nuevo hacia el RER.

Debido a que el proteosoma se ve inhibido por proteinas
en estado glicosilado y las proteinas son retrotranslocadas
hacia el citosol bajo dicho estado, una N-glicanasa debe
actuar previo a la degradacién proteica. De hecho, una
enzima citoplasmadtica se ha visto implicada en la degra-
dacion proteosomal de glicoproteinas aberrantes expor-
tadas desde ¢l RER. Tal péptido, denominado mPngl es
un miembro de la superfamilia de las transglutaminasas,
las cuales contienen una triada de aminoacidos (cisteina,
histidina y 4cido aspartico) supuestamente catalitica.

Finalmente, las proteinas poliubiquitinadas o con el
direccionamiento para el proteosoma son llevadas al
proteosoma para ser degradadas en pequefios péptidos
(Figura 13E).

Degradacion por el proteosoma

El proteosoma 26S es un complejo proteolitico que con-
siste de dos partes, la coraza 208 y la particula reguladora
198 (Figura 13 Proteosoma). La coraza 20S es un cilin-
dro compuesto de cuatro anillos apilados, cada uno de los
cuales contiene siete diferentes subunidades o o B con-
formando una geometria general del tipo a7p7 B7a7.
Los tres diferentes sitios activos se encuentran localiza-
dos al interior de la coraza cilindrica dentro de los anillos
que poseen subunidades B (Figura 13 Coraza). Extensio-
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nes N-terminales de las subunidades o externas regulan
la entrada de sustratos a la coraza proteolitica. La parti-
cula 19S se encuentra de lado y lado de la coraza y estd
involucrada en al reconocimiento, unién y desplegamiento
de proteinas ubiquitinadas; ademds, se encuentra impli-
cada en la regulacion de la apertura de la coraza 208S. La
particula 19S estd compuesta por 17 diferentes
subunidades, funcionalmente divididas en dos partes: la
base y la tapa. La base consiste de un anillo de seis ATPasas
(Rpt1-Rpt6) que se acopla con los anillos 4 de la coraza
208 y de tres subunidades (Rpnl, Rpn2 y Rpn3) que ca-
recen de actividad ATPasa (Figura 13 Base). Se sabe que
Rpt5 une al sustrato ubiquitinado, Rpt2 controla tanto la
entrada del sustrato como la liberacién del producto del
cilindro 20S. La Rpn1 interacttia con dos proteinas (Rad23
y Dsk2) que poseen dominios tipo ubiquitina y que son
capaces de unir y entregar el sustrato ubiquitinado al
proteosoma. Al parecer, la Rpn10 también contribuye con
la unién de cadenas de ubiquitina.

La tapa estd compuesta por ocho subunidades Rpn (Fi-
gura 13 Tapa 11). La Rpnl1 contiene un motivo con acti-
vidad metaloisopeptidasa altamente conservado que es
necesaria para la desubiquitinacion y protedlisis
proteosomal de proteinas aberrantes. Se piensa que Rpnl1
desubiquitina la proteina aberrante una vez ésta ha sido
colocado en el cilindro 208, lo cual resulta en un recogi-
miento irreversible hacia la protedlisis. Seguido de la libe-
racion de la proteina dentro del proteosoma, la cadena de
poliubiquitinas es hidrolizada a unidades de ubiquitina que
pueden ahora tomar parte en una nueva ronda en la de-
gradacion proteica. Una vez la proteina es degradada del
ofro lado del proteosoma salen pequefios péptidos resul-
tado de la protedlisis por parte del proteosoma (Figura
13).



