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1 Modelos de membrana

En esta pagina se explica cémo se ha llegado al modelo
quimico y fisico de membrana celular con el que hoy
se trabaja y se explica en los libros de texto. Actual-
mente la descripcion de las células no se entiende sin
las membranas. Las membranas no sélo establecen
limites de la célula y los compartimentos intracelu-
lares sino que multitud de funciones de las células
residen en las membranas. Sin embargo, la formu-
lacion de la teoria celular se hizo sin conocimiento de
la existencia de las membranas y sélo fue considerada
necesaria en el siglo XX. De hecho, el concepto de
membrana no fue muy popular hasta principios del
siglo XX.

Inicialmente se llamé membrana a las paredes celu-
lares mas la porcion citoplasmatica adherida a ellas,
que se observaba con dificultad con los microscopios
de los siglos XVII y XVIII. Un paso importante para
eliminar esa ambigiiedad fue la posibilidad de que las
células vegetales podian separarse de su “membrana”
o pared celular. Por tanto la célula no dependia de la
pared celular. Esto fue un avance importante también
para poner en el mismo plano a las células animales
y vegetales.

La estructura de la membrana celular, es decir,
cémo se organizan las moléculas que la componen,
ha ido en paralelo con el descubrimiento de dichas
moléculas y sus propiedades, asi como con el avance
de los aparatos como el microscopio electronico y de
las técnicas experimentales en los laboratorios (Figura
1). Inicialmente se pensaba que las células estaban
delimitadas por una capa terminal de caracteristicas
desconocidas, que se describia como un limite del pro-
toplasma.

La primera propuesta sobre la composicién de
la membrana fue hecha por C.E. Overton en 1895
(Figura 2). Propuso que el trasiego de moléculas en-
tre la célula y su entorno no dependia de la pared
celular. Observé que las moléculas de naturaleza
lipidica entraban mas ficilmente en las células que las
hidrofilicas por lo que intuyé que debia existir una
barrera o cubierta lipidica delimitando a la célula.
Incluso llegd a proponer que estaba compuesta por
colesterol y otros lipidos. C.E. Overton no fue el
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primero en sugerir que habia un limite lipidico en la
célula, ya se habia mencionado hacia 1880, pero sus
trabajos fueron més contundentes.

Mas tarde, I. Langmuir descubri6 que los lipidos an-
fipdticos, con una parte hidréfoba y otra hidrofilica, se
disponian en las superficies acuosas formando mono-
capas con las cabezas polares hacia la parte acuosa
y la parte hidréfoba fuera del agua. Es decir, forma-
ban una membrana de una capa de lipidos (Figura 2).
Esta idea fue importante para interpretaciones poste-
riores de la membrana celular puesto que la célula
poseia estos lipidos anfipaticos en forma de glicero-
foslipidos y esfingolipidos. Otras lineas de investi-
gacion como la electrofisiologia habian llegado a la
conclusién de los axones de las células poseian elec-
trolitos y podian crear gradientes gracias a envueltas
semipermeables que podian cruzarse de manera regu-

lada.

En torno a 1925, E. Gorter y F. Grendel, querian
saber cudntos lipidos habia en los eritrocitos. Se en-
contré que los lipidos extraidos de la membrana de
los glébulos rojos, los cuales sélo tienen la membrana
plasmatica, formaban una monocapa en la superficie
de soluciones acuosas con un area que era el doble
de la superficie estimada de la membrana del propio
glébulo rojo (Figura 2). Parece ser que se cometieron
muchos errores cuantitativos en estos experimentos,
pero, por suerte, unos compensaron a otros. Ellos
encontraron una relacién superficie eritrocito: super-
ficie de lipidos extendidos de 1:2. En realidad, estu-
dios més tardios y precisos dan una relacién de 1:1,3.
Ese 0,7 que falta es debido a las proteinas, que por
aquel entonces no sabia que debian incorporarse en
las membranas.

De cualquier manera, el resultado que ellos obtu-
vieron les llevé a proponer que los glicerofosfolipidos
se organizaban formando una bicapa lipidica con las
cabezas polares hacia la solucién acuosa, intracelu-
lar y extracelular, respectivamente, mientras que sus
partes hidréfobas quedaban recluidas en su interior,
a salvo del ambiente acuoso. Habian propuesto el
modelo de bicapa lipidica de la membrana celular
que explicaba tanto sus caracteristicas fisicas como
quimicas, y que ademds era termodinamicamente fa-
vorecida (Figura 2). Esta disposicion se ajustaba més
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Figura 1: Principales propuestas y anos aproximados en los que fueron hechas (modificado de Edidin 2003).

o menos al grosor de la membrana de 4 nm, estimado
por H. Fricke en 1920-1930 tras medir la capacitan-
cia de la membrana. Este modelo de bicapa lipidica
fue la base para futuros ajustes y reformulaciones de
organizacion de la membrana celular.

En la década de 1930 nuevos experimentos apor-
taron datos acerca de las propiedades mecanicas de
las membranas, los cuales no podian ser explicados
simplemente con la participacién de los lipidos. Estos
inclufan tensién superficial, permeabilidad de solu-
tos y resistencia eléctrica. Por ejemplo, encontraron
que algunas moléculas podian cruzar las membranas
mas facilmente de lo esperado por sus caracteristicas
quimicas, lo cual implicaba que tenian algiin tipo de
ayuda. Asf que se introdujo a las proteinas como parte
de las membranas y como responsables de esos nuevos
datos experimentales. H. Davdson y J.F. Danielli pro-
pusieron un modelo trilaminar de la membrana incor-
porando a las proteinas a la bicapa lipidica. Colo-
caron a las proteinas recubriendo la bicapa lipidica,
es decir, tapizando ambas superficies, intentando que
cumplieran las leyes termodindmicas (Figura 2).

Hasta que se pudieron observar las primeras mues-
tras bioldgicas con el microscopio electronico nadie
pudo asegurar como estaba estructurada la mem-
brana celular. Esto ocurrié en los anos 1950. El
modelo trilaminar de Davdson y Danielli se vio re-
forzado por las imédgenes de microscopia electronica.
Aunque el microscopio electrénico aparecién hacia
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1930, no fue hasta 1950 que se pudieron observar
membranas con nitidez. En los anos 50, 60 y 70 del
siglo pasado, se consiguieron imagenes de membranas
cortadas transversalmente en las cuales aparecian tres
lineas: dos lineas oscuras, separadas por una zona
clara. Esta imagen se observo en todas las membranas
de la célula y en todas las células estudiadas. Por ello,
a esta organizacion oscuro-claro-oscuro se le denominé
unidad de membrana, y se considerd universal para
cualquier membrana celular. En esta época se midio
el espesor de la membrana, 6-8 nm y J.D. Robertson
(1960) propuso que la zonas oscuras correspondian a
las proteinas y partes hidrofilicas y la zona central
clara a las cadenas de lipidos. Cuando se sintetizaron
membranas artificiales y se vieron con el microsco-
pio electronico se comprobd que también poseian la
unidad de membrana, incluso sin proteinas. El mod-
elo de Davson y Danielli, que fue popular hasta los
anos 60 del siglo pasado. coexistié con otros en los
que los lipidos y proteinas se colocaban en diferente
disposicién pero siempre proteinas cubriendo la super-
ficie de la membrana. A pesar de ello no se explicaba
muy bien como los iones y otras moléculas cargadas
podian cruzar la membrana.

En 1966, Green y Benson, trabajando con liposo-
mas de mitocondrias, descubrieron que se podian ex-
traer trozos, subunidades, de membranas con lipidos
y proteinas, luego sugirieron que los lipidos podian
ser solventes de proteinas globulares. En esos mis-
mos afios también se propuso que algunas proteinas
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Figura 2: Principales modelos de organizacién de la membrana celular (modificado de Becker et al., 2003).

podrian incluso cruzar la membrana actuando como
poros. Esto fue debido a que a medida que mejo-
raron las técnicas de separacién de tipos de membrana
se pudieron estudiar por separado sus composiciones
quimicas y se comprobé que era muy variable. Por
ejemplo, habia membranas con una tasa de lipidos re-
specto a las proteinas que podia variar desde el 50%
al 80%. Por otro lado, muchas proteinas de mem-
brana eran muy insolubles por lo que no se explicaba
que fueran sélo periféricas en medio acuoso. Es decir,
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en las membranas habia muchas proteinas y éstas no
era probable que fueran sélo periféricas, sino que de-
berian formar parte de la membrana con las porciones
de sus cadenas con aminoacidos localizadas entre las
cadenas de acidos grasos y otras porciones hidrofilicas
saliendo por ambos lados de la membrana. Ademds,
desde 1945, la integracién de las proteinas en la bicapa
lipidica se beneficié de los estudios de iones en los que
se propuso que el mantenimiento de diferentes concen-
traciones de éstos a ambos lados de la membrana era
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debida a una posible bomba que los propulsaba con
consumo de energia. Hacia 1965 se encontré que las
ATPasas estaban asociadas a las membranas. Estas
proteinas usaban ATP para mover iones, luego debian
ser transmembrana. Habia otros problemas. ;por qué
unos azucares se se incorporaban a la células mejor
que otros?;Por qué se saturaba el proceso de incorpo-
racién? Una posibilidad era la existencia de proteinas
transmembrana.

En la década de los 70 del siglo pasado dos lineas
de investigacién mostraron evidencias de que habia
proteinas insertadas en las membranas. Una era el de-
sarrollo de la microscopia electrénica de barrido. En
1963, Moor y Miihlethaller desarrollaron la técnica
de criofractura para el microscopio electrénico. Y
unos anos mas tarde se observd en el interior de
las membranas unas estructuras globulares que no
podian ser mas que proteinas. La otra eran los estu-
dios moleculares. En 1966 algunos trabajos indicaron
que las proteinas no eran globulares, sino que podrian
tener disposiciones mas alargadas y que podrian in-
sertarse en las membranas. Se podian distinguir dos
dominios de la misma molécula, uno era intracelu-
lar y el otro extracelular, lo que sélo podia explicarse
si dicha molécula atravesaba completamente la mem-
brana plasmaética.

En 1972, S.J. Singer y G. Nicolson (Science 175:
720-731), recogieron la informacién acumulada en
la década anterior: movimiento flip-flop limitado de
lipidos y nulo para las proteinas, difusién lateral de
las moléculas, barrera permeable, proteinas con es-
tructuras en alfa hélice, globulares y transmembrana,
transiciones de fase de la membrana, y la necesidad
que algunas enzimas tenfan de los lipidos para su ac-
tividad. Con todo ello propusieron el modelo de mo-
saico fluido de membrana (Figuras 2 y 3) para in-
corporar todos estos datos nuevos (ver Figura 1 de
Nicolson 2014). Uno de sus grandes ventajas era que
recurria a la termodinamica, fuerzas electro-quimicas,
para explicar la organizacién de la membrana. Esto
suponia que no sélo explicaba sino que predecia las
propiedades de la membrana. Propusieron que las
membranas estan formadas por proteinas embebidas
en una bicapa lipidica (de ahi la palabra mosaico).
Las proteinas se incorporan a la bicapa y tienen do-
minios intra y extracelulares. Esto es importante
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porque establece una via de comunicacién entre el in-
terior y el exterior celular, bien mediante la creacion
de canales hidrofilicos, bien como elementos trans-
portadores que permiten salvar la barrera de cade-
nas de acidos grasos, o bien como receptores que
transmiten la informaciéon mediante cambios de con-
formacion de la propia estructura molecular frente
a seniales. A este modelo se le incorporaron poste-
riormente las proteinas periféricas, tanto las unidas
convalentemente a la membrana como las asociadas
mediante enlaces eléctricos. Singer y Nicolson ya su-
girieron que la interaccién entre lipidos y proteinas
debia ser funcionalmente importante para la mem-
brana. El término fluido fue otro gran avance con-
ceptual y se propuso como consecuencia de los datos
aportados por trabajos previos. H.M. McConell y
D. Chapman realizaron experimentos de resonancia
magnética en los que se mostraba que las moléculas de
las membranas, tanto lipidos como proteinas, no esta-
ban estaticas sino podian moverse lateralmente en la
bicapa por difusién, con lo cual la membrana se trans-
formo en una estructura dindmica y maleable. Incluso
en estos experimentos se sugirié que la membrana es
asimétrica, es decir que la monocapa citosélica tenia
una composicion diferente a la monocapa externa.

Este modelo de mosaico fluido ha explicado los
datos experimentales conseguidos con otras técnicas
actuales. Asi, con la llegada de los marcajes selec-
tivos de moléculas y su observacién en tiempo real
con microscopia de fluorescencia se pueden observar
moléculas individuales en membranas integras y en
condiciones més o menos fisiolégicas. Se puede com-
probar que las moléculas no estan fijas en una posicion
sino que pueden moverse por la bicapa lipidica. Medi-
ante espectroscopia cuantitativa se ha observado que
los movimientos son sobre todo laterales, es decir, de-
splazamientos como si la molécula estuviera flotando
en la bicapa lipidica, pero las inversiones o cambios
de una monocapa a la otra de la membrana son muy
infrecuentes.

Actualmente, el modelo se ha ido modificando y
ajustando a los nuevos datos experimentales, que in-
dican que la caracteristica preponderante de la mem-
brana es heterogeneidad, mas que fluidez (Figura 3).
Por ejemplo, mediante el seguimiento del movimiento
de moléculas en células in vivo, y posteriormente in
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Figura 3: Modelo de membrana heterogénea, indicando las principales causas de esa heterogeneidad.

vitro, se ha encontrado que los movimientos de las
moléculas no son completamente al azar, es decir,
hay restricciones al movimiento. Estas restricciones
son evidentes para las proteinas, pero mas reciente-
mente también se han encontrado restricciones a los
lipidos, afectando principalmente a los esfingolipidos y
al colesterol. Asi, la membrana se ajusta al modelo de
mosaico fluido en que las moléculas tienden a difundir
lateralmente de forma libre, pero ese movimiento
puede estar sometido a restricciones. Las restric-
ciones a la movilidad de las moléculas de la mem-
brana se agrupan en tres categorias: dependientes
de las interacciones fisico-quimicas entre las propias
moléculas, de las interacciones con el citoesqueleto

Atlas de la Universidad de Vigo

o con la matriz extracelular y dependientes de las
propiedades fisicas de la propia membrana, funda-
mentalmente grosor y curvatura. Estas restricciones
hacen que la membrana no sea homogénea sino que
las moléculas se distribuyan y agrupen en areas de
la superficie celular para formar los llamados domin-
ios de membrana. Estos dominios tendrian una com-
posiciéon molecular caracteristica que le permitirian
llevar a cabo diferentes funciones. Por tanto el mod-
elo de membrana actual estd basado en el modelo
de mosaico fluido, pero curiosamente, la posibilidad
de difusién de las moléculas no produce una homo-
geneidad quimica de la membrana sino todo lo con-
trario, una heterogeneidad de dominios distribuidos



por toda la extensién de la membrana. Cada uno de
estos dominios, del orden de nanémetros, puede variar
su posicién, su numero, su tamano (pocas decenas
de nanométros de extensién), aparecer y desapare-
cer en intervalos de tiempo cortos, y todo ello segtiin
las necesidades funcionales de la célula. La fluidez,
paraddjicamente, favorece la formacién y la dindmica
de estos dominios.

Hay numerosos datos con técnicas recientes que
probablemente nos haran dibujar a las membranas de
manera diferente a como aparecen actualmente en la
mayoria de los libros de texto.

Mas proteinas. Por ejemplo, en las representaciones
de la membrana las proteinas estdn a baja concen-
tracion, dispersas y aisladas entre los lipidos. Pero
las membranas estan llenas de proteinas, que inter-
accionan entre si, y ademas varian considerablemente
en grosor. Hay que tener en cuenta que una mem-
brana plasmadtica tipo tiene hasta un 50 % del peso
de proteinas. Se estima que hay una proteina por
cada 40 lipidos. Debido al pequeno tamano de los
lipidos se calcula que hay sélo de uno a dos nanomet-
ros de distancia entre las proteinas. En realidad es
muy probable que las proteinas formen grandes com-
plejos macromoleculares, y que, mediantes sus ancla-
jes a citoesqueleto y matriz, y las interacciones en-
tre ellas, puedan actuar como un esqueleto para las
propias membranas.

Espesor irregular. En cuanto al espesor de la mem-
brana, se podria pensar que la evoluciéon ha llegado
a producir proteinas transmembrana cuyo segmento
hidréfobo se ajuste al espesor de la zona de &cidos
grasos de la membrana, pero esto no es asi. Hay
proteinas con zonas hidréfobas maés largas que otras vy,
por tanto, para quedar protegidas dentro de la mem-
brana los lipidos deben ajustarse para cubrirlas, lo que
hard mebranas mds gruesas segun la zona (Figura 4).

Superficies asimétricas. Mediante el uso de mi-
croscopios de fuerza atémica se pueden estudiar la
superficies de membranas del orden de nanometros,
todo ello con libre movimiento de las moléculas. El
estudio de la membrana de los eritrocitos ha arro-
jado datos curiosos. Por ejemplo, la superficie ex-
terna es muy lisa, lo que indica que ni el glicocdlix
ni el dominio extracelular de las proteinas sobresalen
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Figura 4: Dominio de membrana creado por diferencias de
espesor.

mucho mas alld de la capa de cabezas hidrofilicas de
los lipidos de membrana. La barrera externa seria
una capa hidrofilica compuesta por las cabezas de
los fosfolipidos, dominos proteicos extracelulares y los
azucares que se situarian entre ellas. Sin embargo,
la parte interna es tiene muchos altibajos, que se
achacan a los dominios intracelulares de las proteinas
(Figura 5).

Figura 5: Modelo de membrana de eritrocito. Modificado
de Wang et al., 2010.

Una aproximacién similar en membranas celulares
de células eucariotas ha revelado que las proteinas
son muy abundantes y ocupan la mayor parte de la
superficie de la membrana. El dominio proteico ex-
tracelular es de unos 4 nm, por encima de la cabeza
de los lipidos. Hay tantas proteinas y tan empaque-
tadas que se forma una superficie muy homogénea. Se
puden detectar zonas ricas en colesterol y los aztcares
parecen concentrarse en microdominios en el lado ex-
tracelular. Las proteinas transmembrana se colocan
asimétricamente en la membrana, con una parte mu-
cho mayor en el dominio citosélico. De hecho, el lado
citosélico de las proteinas se extiende unos 10 a 12
nm desde las cabezas de los lipidos. Las proteinas del
lado citosdlico se agregan en microdominios ricos en
colesterol. Estos dominios estan separados unos 13 a
105 nm, y miden unos 53 nm. Hay que tener en cuenta
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Figura 6: Modelo de membrana de una célula eucariota. Modificado de Zhao et al., 2014.

que la capa de lipidos mide unos 4 nm de espesor, por
lo que todo esto resulta en un grosor de membrana de
unos 20 nm (Figura 6). Este modelo supone que existe
un barrera protectora externa bédsicamente formada
por proteinas. Los microdominios de las proteinas
transmembrana indican que las proteinas trabajan en
grupos a modo de plataformas que aumentan la prob-
abilidad de interaccién entre proteinas y por tanto la
eficiencia.
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2 Uniones en hendidura

Las uniones en hendidura, o mejor denominadas como
uniones intercelulares, son complejos moleculares a
modo canales que se disponen en las membranas
plasmaticas de células contiguas y que permiten la
comunicacién directa entre los citoplasmas de dichas
células. Virtualmente todas las células de tejidos
sélidos animales, aparte de por otros mecanismos, se
pueden comunicar con sus vecinas mediante uniones
en hendidura. Aunque estas uniones se explican tradi-
cionalmente en el apartado de los complejos de unién,
los cuales tienen una mision de adhesién, deberia es-
tudiarse junto con los mecanismos de comunicacién
celular, pues ésta es su principal misiéon. Fueron de-
scubiertas en la década de los 60 del siglo XX con
inyecciones de colorantes, los cuales se inyectaban en
el interior de una célula y méas tarde se podian obser-
var en el interior de otras células contiguas. Cosa que
s6lo podria explicarse por una comunicacién directa
entre sus citoplasmas.

Morfologia y estructura

En las imégenes de microscopia electrénica de
transmisién las uniones en hendidura aparecen como
segmentos rectos formados por dos membranas
plasmaticas de células contiguas, donde el espacio in-
tercelular estd tan obliterado que no se puede observar
a no ser a grandes aumentos. Este espacio intercelu-
lar varfa entre 2 y 4 nm. Sin embargo, tridimension-
almente son como manchas o placas un tanto irreg-
ulares localizadas en la membrana plasmatica, cuyo
tamafio y forma dependen del tipo celular y del estado
fisiol6gico en que se encuentre. Por ejemplo, en las
células hepaticas pueden medir 0.3 mm de didametro.

Las uniones en hendidura estan formadas por
proteinas transmembrana que se asocian para for-
mar canales. Estas proteinas se denominan conexinas
(Figura 7). Se han encontrado 21 genes que codifican
para conexinas diferentes en cordados. En humanos
hay 21 genes para conexinas. 6 conexinas juntas for-
man un conexén o hemicanal, el cual se situa en la
membrana plasmatica de una célula alineado con otro
hemicanal en la célula contigua, y juntos forman un
canal, de unos 1,5 nm de didmetro, completo y con-
tinuo. El canal permite el paso de sustancias de bajo
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peso molecular, menos de 1000 a 1200 daltons, en-
tre ambos citoplasmas, aunque en insectos pueden ser
mayores. Una zona de uniéon en hendidura esta for-
mada por un ndmero variable de canales, pero se han
encontrado hasta 10000 canales que implican a unas
120000 conexinas.

Funcién

El poro del canal permite el paso de sustancias
como iones, azucares sencillos, segundos mensajeros
como el AMPc o calcio, aminodcidos, o pequenos
ARNSs, pero no proteinas, lipidos o moléculas largas
de ARN.

Las uniones en hendidura, al permitir la libre
difusién entre células vecinas, hacen posible un
acoplamiento eléctrico y metabdlico entre células veci-
nas. Por ejemplo, hay acoplamiento entre neu-
ronas que permite sincronizar sus cambios en el po-
tencial de membrana, ademds de acelerar la trans-
misién nerviosa, puesto que evita el proceso de lib-
eracién y transduccién de neurotransmisores. Las
uniones en hendidura entre neuronas forman las de-
nominadas sinapsis eléctricas. Asimismo, las células
gliales del sistema nervioso forman una red de células
conectadas por uniones en hendidura. Las contrac-
ciones ritmicas del musculo cardiaco, las del tutero
durante el parto, del musculo liso del digestivo du-
rante las contracciones peristdlticas, o las de los
musculos del iris del ojo para acomodarse a difer-
entes intensidades de luz, son una consecuencia del
acoplamiento celular por uniones en hendidura. Otras
células no excitables, como los hepatocitos o las
células somaticas de los foliculos ovaricos estan sin-
cronizadas metabdlicamente por las uniones en hen-
didura. La agregacién plaquetaria que ocurre en las
paredes de las arterias es importante para sellar los
vasos sanguineos. Las uniones en hendidura se forman
entre las plaquetas adheridas a la pared arterial co-
municando el interior de las plaquetas y favoreciendo
una mayor adhesién entre ellas.

La permeabilidad de las uniones en hendidura
puede ser modulada por la célula, mediante la ex-
presién de diferentes tipos de conexinas. FEsto de-
pende del tipo celular y del estado de diferenciacién de
la célula. Las propiedades del hemicanal depende de
las conexinas que lo formen, pueden ser homomeéricos
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Figura 7: Sintesis, ensamblaje y formacién de las uniones en hendidura. Los citoplasmas amarillento y verdoso pertenecen

a células contiguas (modificado de Laird et al., 2015).

(la misma conexina) o heteroméricos (distintas conex-
inas forman en mismo hemicanal), pero no todas las
combinaciones estan permitidas. La mayoria de las
células expresan al menos dos tipos de conexinas.
Ademss, los canales pueden ser homotipicos, cuando
los dos hemicanales que forman un canal son iguales,
heterotipicos, cuando son diferentes.

Los hemicanales no estdn permanentemente abier-
tos sino que mas o menos aleatoriamente cambian
entre abiertos y cerrados. El porcentaje de tiempo
que permanecen abiertos depende de diversos fac-
tores como el pH interno, la concentracién de ciertos
iones, por ejemplo una alta concentracién de calcio
citosdlica, o por senales externas como la dopamina
en algunas células de la retina. Practicamente to-
dos los hemicanales son sensibles al voltaje la mem-
brana. Estos tipos de regulacién serian a corto plazo
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o rapida. La comunicacion por uniones en hendidura
también se puede regular a largo plazo. Las placas de
hemicanales que forman las uniones en hendidura son
muy plasticas: se forman de nuevo, crecen, se divi-
den, se fusionan, decrecen y desaparecen. La célula
puede regular el nimero de hemicanales en la mem-
brana por procesos de endocitosis, retirandolos de la
membrana, o exocitosis, aportandolos a la membrana.
Pero también se puede controlar el ensamblado de
los conexones o modificaciones post-trasduccionales
como la fosforilacién de las conexinas. Se ha compro-
bado que los nuevos hemicanales se aniaden al borde
de la placa de la unién en hendidura y que los del
centro son retirados. Hay un reciclado continuo que
lleva a una renovacién completa de los conexones de
una placa en cuestién de horas.

Mutaciones en los genes de las conexinas provocan
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hasta 14 enfermedades conocidas tales como la sor-
dera, dermatopias, cataratas, cardiomiopatias, y var-
ios tipos de cancer. Estudiando casos patoldgicos se
ha encontrado que algunas células podrian usar los
hemicanales para otra actividad diferente a la de co-
municacion intercelular. Asi, se ha propuesto que los
hemicanales podrian servir bajo ciertas circunstan-
cias para establecer una comunicacién directa entre
el citosol y el medio extracelular.

Las panexinas son unas proteinas transmembrana
que se descubrieron en al ano 2000. Se han encontrado
s6lo tres panexinas: 1, 2 y 3. Aunque no muestran
una secuencia de aminoédcidos homéloga a las conex-
inas, su estructura tridimensional en la membrana es
similar y también forman hemicanales hexaméricos.
La panexina 1 se expresa en todos los tejidos, mien-
tras que la panexina 2 parece restringirse al sistema
nervioso central, y la 3 al hueso, cartilago y piel. Es-
tos hemicanales no sirven para comunicar con otra
células citoplasma-citplasma, puesto que no se alin-
ean con otros hemicanales de panexinas de células
vecinas para formar canales, sino que forman hemi-
canales aislados en las membranas que comunican el
citoplasma con el espacio exterior. De esta manera la
célula puede liberar moléculas de bajo peso molecular
como las purinas y que actuarian de forma paracrina.
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3 Autofagia

La autofagia es un proceso, presente en todas las
células eucariotas, por el cual se digieren moléculas
y organulos intracelulares en los lisosomas. La pal-
abra autofagia fue acuniada por C. de Duve en 1963
y significa comida (fagia) propia (auto). El papel de
la autofagia es multiple. Existe un nivel basal de aut-
ofagia que actia como mecanismo de control de cal-
idad en la célula eliminando aquello que resulte de-
fectuoso; es un mecanismo de ajuste del metabolismo
celular al estatus nutricional de la célula. Asi, par-
ticipa en procesos naturales como en el metabolismo
energético, reciclado de organulos, regulacién del crec-
imiento, inicio del desarrollo embrionario, envejec-
imiento, etcétera. Pero ademads, la autofagia se ac-
tiva también cuando hay algin tipo de estrés celular,
infeccién por patoégenos o malformaciones celulares in-
ternas. Todas estas vias convergen en una magquinaria
molecular llamada genéricamente como genes rela-
cionados con la autofagia. Més de 30 genes se han
identificado en levaduras que estan implicados en la
autofagia, entre los que destacan los genes Atg.

Tipos

Aunque el término autofagia se utiliza normalmente
para hablar de macroautofagia, hay que tener en
cuenta que existen otros tipos de autofagia en las
células (Figuras 8 y 9):

Macroautofagia. Proceso mediante el cual se en-
globan elementos citoplasmdaticos en un comparti-
mento delimitado por una doble membrana. Este
compartimento resultante se denomina autofagosoma
y se fusionara con un lisosoma donde se degrada su
contenido, ademas de la membrana interna del aut-
ofagosoma.

Microautofagia. En este caso la membrana del
lisosoma forma pequeiias invaginaciones que se de-
sprenden de la membrana y quedan en el interior
del lisosoma, donde son degradadas. En estas invagi-
naciones se incorpora material citosélico. La invagi-
nacién en los cuerpos multivesiculares se podria con-
siderar como microautofagia.

Autofagia mediada por chaperonas. Mediante este
proceso se incorporan proteinas citosélicas al lisosoma
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Figura 8: Macroautofagia. Tras la aparicion del fagoforo
se produce el cierre de sus membranas y se forma el aut-
ofagosoma, que estd rodeado por una doble membrana.
Tras esto, puede fusionarse con un endosoma formandose
un anfisoma. En cualquier caso el paso final es fusionarse
con un lisosoma para formar el autofagolisosoma, donde se
degrada su contenido y la membrana interna. (Modificado
de Klionsky 2007).
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Figura 9: Distintos tipos de autofagia. (Modificado de

Eskelinen 2008).

gracias a un transportador localizado en la membrana
del lisosoma.

Crinofagia.  Este proceso supone la fusién de
vesiculas destinadas a la exocitosis con el lisosoma.

Induccién

La autofagia se induce en una variedad de situa-
ciones de estrés como la falta de alimento, la falta
de factores de crecimiento, infecciones, estrés oxida-
tivo o hipoxia. La autofagia se puede inducir experi-
mentalmente, por ejemplo mediante la eliminacién de
aminoacidos de la dieta de la célula. También existe
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una autofagia basal y permanente en todas las células.
Por tanto, la autofagia es necesaria para las células
animales bajo cualquier circunstancia. Sin embargo,
las plantas podrian vivir sin autofagia cuando estan
en condiciones favorables, y sélo se activaria en condi-
ciones de estrés. En las plantas se activa bajo escasez
de alimentos, calor o salinidad, pero también para
otras funciones normales como envejecimiento de las
hojas, mobilizar las reservas de almidén, germinacién
del polen, etc.

Proceso

El mecanismo mejor conocido es el de la macroaut-
ofagia. La macroautofagia puede ser selectiva o no
selectiva. En la selectiva el material que se va englo-
bar se marca primero y es reconocido por receptores
de autofagia, incluyendo normalmente agregados de
proteinas u organulos danados o innecesarios (mito-
condrias, reticulo endoplasmatico, cloroplastos, o in-
cluso el ntcleo bajo ciertas circustancias). En la no
selectiva se engloba una parte del citoplasma de man-
era inespecifica, como por ejemplo durante periodos
de deprivacién de alimento.

La macroautofagia selectiva es un proceso molec-
ular similar para la mayoria de las estructuras que
se van seleccionar y a degradar (Figura 10). En
las células animales el marcaje de la estructura es
normalemente mediante ubiquitinacién, es decir, la
adicién de la proteina ubiquitina como una especie
de etiqueta. Posteriormente hay receptores que re-
conocen ese marcaje, los cuales interaccionan con
proteinas ancladas a las membranas del fagéforo. En
el caso de los organulos se ubiquitinan los dominios
citosolicos de las proteinas ancladas a sus membranas,
como es el caso de las peroxinas de los peroxisomas,
o proteinas de la membrana externa de las mitocon-
drias. Sin embargo, el reticulo no se selecciona por
utiquitinacion sino por proteinas especificas que se ex-
presarédn en sus membranas. En levaduras tampoco
la eliminacion de orgdnulos se debe a ubiquitinacion
sino a la expresion de determinadas moléculas en
sus superficies que son reconocidos por la maquinaria
autofagica. Hay una autofagia selectiva que elimina
patogenos intracelulares mediada también por ubig-
uitinacién de alguna de sus proteinas.

La macroautofagia no selectiva, pero probable-
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Figura 10: Esquema que muestra los principales tipos
de proteinas implicados en la macroautofagia selectiva en
células animales. (Modificado de Gatica et al., 2018).

mente también la selectiva, comienza con la acti-
vacion de membranas celulares, las cuales pueden
provenir del reticulo endoplasmatico, de zonas de con-
tacto entre reticulo y mitocondrias, del aparato de
Golgi, y de la membrana plasmatica. La activacién
se consigue con la sintesis de PIP3 de ciertas éareas
de distintas membranas de la célula. Esta riqueza
de PIP3 atraera a diversas proteinas que provocaran
la evaginacién y desprendimientos de esas porciones
de la membrana. Estas porciones formardn estruc-
turas denominadas fagéforos o membranas de ais-
lamiento. Las membranas del fagéforo engloban a las
moléculas u orgédnulos que van a ser degradados. Las
membranas del fagéforo crecerd en extension y termi-
nara por unir sus extremos para formar un comparti-
mento cerrado denominado autofagosoma, que posee
doble membrana. El crecimiento tanto del fagéforo
como del autofagosoma se produce por incoporacion
de nuevas porciones de membrana desde la membrana
plasmaética, desde el compartimento ERGIC, desde el
aparato de Golgi (hay glicidos con enlaces tipo O)
y desde algunas vesiculas. El autofagosoma se puede
fusionar directamente con un lisosoma para formar el
autofagolisosoma, donde se producira la degradacién
de su contenido. El autofagosoma puede también
recibir vesiculas desde los endosomas o puede llegar
a fusionarse directamente con ellos, tanto tempranos
como tardios. Los endosomas aportan proteinas liso-
somales y bombas de protones, lo que va provocando
la acidificacién del fagosoma. Al compartimento re-
sultante se le denomina anfisoma. Como tltimo paso,
el anfisoma se fusiona con los lisosomas permitiendo la
degradacién del contenido interno del autofagosoma
junto con su membrana interna. Al compartimento
que se crea tras la fusién también se le denomina aut-
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ofagolisosoma. Cualquiera que sea el camino, la fusion
del autofagosoma o anfisoma con los lisosomas se pro-
duce después de que a las membranas del autofago-
soma o afisoma lleguen proteinas del tipo SNARE y
rab que posibilitan el reconocimiento del lisosomas
y fusién con él. En las plantas el autofagosoma se
tiene que fusionar con la vacuola para degradar su
contenido.

Cuando se produce una intensa autofagia tras
un estrés celular el nimero de lisosomas disminuye
enormemente. Durante la autofagia los lisosomas dis-
minuyen en numero tras 4 horas de privacion de ali-
mentos, pero crecen de nuevo a las 11 h. La poblacién
de lisosomas tiene que regenerarse de nuevo para que
la célula vuelva a ser funcional. Se ha comprobado
que se generan nuevos lisosomas por tubulacién de
las membranas de los autofagolisosomas. En la for-
macién de estos tibulos participa el citoesqueleto y en
sus extremos se generan vesiculas mediadas por clat-
rina, que una vez liberadas se irdn acidificando hasta
convertirse en lisosomas maduros. Estas vesiculas se
llaman protolisosomas, porque maduraran a lisosomas
funcionales. A este proceso se le llama regeneracion
de lisosomas (en inglés ALR: auphagic lysosome ref-
ormation).

Funciones

La autofagia en condiciones normales favorece el
mantenimiento u homeostasis celular. El papel de la
autofagia durante el estrés es favorecer la superviven-
cia de la célula, al menos a corto plazo. Lo que hace
es degradar contenido intracelular de forma masiva
con dos propésitos: disminuir el niimero de elemen-
tos que consumen energia y producir aminoacidos y
otras moléculas para su uso en procesos esenciales.
Sin embargo, la autofagia no es un proceso benefi-
cioso a largo plazo, ya que si la situacion de estrés se
prolonga en el tiempo el proceso degradativo termina
por deteriorar a la célula de manera irreversible. En
realidad, lo que consigue es ganar tiempo durante una
situacién de estrés para que la célula o el organismo
pueda contrarrestar dicho estrés.

Papel en homeostasis

Se sabe que en ausencia de cualquier tipo de
estrés celular existe un proceso basal de autofagia.
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Es, junto con los proteosomas, el principal mecan-
ismo de degradar contenido celular. Mientras que la
ruta ubiquitina-proteosma se especializa en degradar
moléculas jévenes, la autofagia se ha especializado en
degradar moléculas que tienen una vida larga. Pero
ademas es la Unica via que degrada organulos comple-
tos tales como mitocondrias, peroxisomas o reticulo
endoplasmatico. Existe un mecanismo no selectivo,
que es basal y permanente, y otro selectivo que elim-
ina estructuras danadas. Kste mecanismo selectivo
actia como control de calidad, asegurando a la célula
un sistema de orgdnulos en buen funcionamiento.

Algunas células a las cuales se les inhibe la aut-
ofagia se atrofian y mueren. En las plantas se ha
demostrado también un nivel basal de autofagia, que
cuando se inhibe provoca procesos de envejecimiento
o senescencia acelerados, independientemente de las
cantidades de nutrientes que anadamos. Es especial-
mente interesante destacar que la autofagia esta alter-
ada en enfermedades neurodegenerativas. Determi-
nadas funciones tisulares, como la produccién de sur-
factantes en pneumocitos II, neuromelanina en células
dopaminérgicas, o la maduracion de los eritrocitos de-
penden de la actividad autofagica. En las células mus-
culares la autofagia tiene la mision de eliminar las mi-
tocondrias defectuosas. La autofagia a veces lleva a la
muerte celular como ocurre con las células mamarias,
tras la lactancia.

Deprivacion de alimentos

La falta de alimentos provoca en los ratones de ex-
perimentacién que todos los tejidos experimenten un
aumento de la autofagia, excepto el tejido nervioso.
Los ratones que no tienen los genes para llevar a
cabo la autofagia mueren tras el nacimiento, prob-
ablemente por el periodo sin alimento que tienen
que soportar en ese momento, y por no poder re-
alizar autofagia basal. La autofagia desencadenada
por hambre es no selectiva en cuanto a la material
que se va a degradar. Hay un mecanismo molecular
que parece ser responsable de esta respuesta celular.
mTORC1 (target of rapamycin 1) es una quinasa de
serina/treonina que responde a niveles energéticos y
de nutrientes de la célula y regula el crecimiento y la
division celulares. mTORCI1 favorece el catabolismo
(degradacion) o anabolismo (sintesis) en funcién de
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las condiciones en las que se encuentre la célula. Si
la cantidad de aminoacidos es grande, lo que indica
abundancia de nutrientes, mTORCI1 se activa e inhibe
los factores de transcripcién que provocan la expresion
de los genes que inician la autofagia. Sila cantidad de
aminoéacidos es baja, mTORCI1 se inhibe y los factores
de transcripcién entran en el nticleo, y activan la ex-
presién de los genes que inician la autofagia. Cuando
la cantidad de nutrientes es alta mTORCI se localiza
en las membranas de los lisosomas donde es capaz de
sentir los niveles de aminoécidos internos del lisosoma.
Si esta concentraciéon es vuelve baja, mTORC1 se de-
spega de los lisosomas y se inactiva. La inactivacién
de mTORC1, ademds de activar la expresion de los
genes de la autofagia, provoca el desplazamiento de
los lisosomas hacia la zona interna de la célula donde
se fusionan con los autofagosomas. Curiosamente,
tras unas horas de autofagia, y restablecidos los nive-
les intracelulares de aminoacidos, mTORC1 se vuelve
a activar y favorece la regeneracién de los lisosomas
a partir de los autofagolisomas mediante tubulacion
de éstos y emision de vesiculas que serdn inicialmente
prolisosomas que maduraran posteriormente a lisoso-
mas.

Hipoxia

Durante una hipoxia cardiaca hay primero un corte
en la circulacién que conlleva un periodo de falta
de suministro de oxigeno y nutrientes, seguido por
un proceso de recirculacién donde la sangre vuelve
a fluir. Durante la isquemia o hipoxia, se dispara
la macroautofagia debido a la falta de alimento y de
oxigeno, lo cual tiene un cardcter protector frente a
la muerte celular.

Defensa frente a patégenos

La macroautofagia es uno de los sistema de de-
fensa celular mas antiguos y es la primera linea de
defensa frente a infecciones por protozoos, bacterias
y virus. A la degradacion de células extranas por
autofagia se le denomina xenofagia. En las respues-
tas contra patégenos la macroautofagia actia a difer-
entes niveles: eliminando los patégenos que han en-
trado en la célula, activando la informacion a las
células del sistema inmune que facilitan la degracion
de los patdgenos detectados, y el procesamiento y
exposicion de antigenos en superficie. Las células

Atlas de la Universidad de Vigo

La célula. Ampliaciones II. 14

tienen unas proteinas denominadas TLRs (Toll-like
receptors) localizados en las membranas de los endo-
somas que son capaces de reconocer acidos nucléicos
de los patdgenos que han entrado en la célula. Este
reconocimiento disocia el complejo formado por las
proteinas BCL2/Beclinl, lo cual provoca el inicio de
la autofagia. Entonces se marcan los patégenos con
ubiquitina para su eliminacién. Curiosamente al-
gunos virus han desarrollado mecanismos para prolif-
erar en los autofagosomas y aprovechar la produccion
de energia se que se consigue en ellos.
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4 \Vesiculas

Las células eucariotas se caracterizan por el reparto
ordenado y dirigido de moléculas entre sus difer-
entes compartimentos. En muchos casos este reparto
estd mediado por vesiculas. Las vesiculas son
pequenos compartimentos delimitados por una mem-
brana que viajan entre algunos organulos y entre al-
gunos organulos y la membrana plasmatica. Sirven
para transportar moléculas solubles y moléculas de
membrana, que viajan en su interior o formando parte
de la propia membrana de la vesicula, respectiva-
mente.

El transporte vesicular supone una gran ventaja
puesto que se pueden seleccionar de manera especifica
qué moléculas deben transportarse y a qué com-
partimento diana deben dirigirse. Por ejemplo, las
moléculas de fibronectina deben ir a la matrix ex-
tracelular, no a los lisosomas. Pero ademas, las
moléculas que llegan en las vesiculas son necesarias
para establecer identidad del propio compartimento
y por tanto para determinar las funciones que éste
puede llevar a cabo. Por ejemplo, las enzimas
hidroliticas acidas deben ir a los lisosomas, pero no
a los endosomas tempranos, y las integrinas han de
ir a las membrana plasmatica pero no cualquier otra
membrana interna. Si no existiera especificidad en el
reparto no habria compartimentos diferentes.

Las vesiculas se forman en el compartimento fuente
y se cargan con aquellas moléculas que deben ser
transportadas. Una vez liberadas en el citosol, las
vesiculas son dirigidas hacia el organulo o comparti-
mento diana, al cual reconocen, y con el que final-
mente se fusionan. Entonces, las moléculas trans-
portadas formaran parte del orgdnulo diana y serdn
las responsables de su funcién. Sin embargo, otras
moléculas sélo estaran de paso en ese compartimento
y serdn empaquetadas de nuevo en otras vesiculas
para dirigirse a otro compartimento celular. Es
lo que ocurre con algunas proteinas que viajan en
vesiculas desde el reticulo endoplasmatico, pasan por
el aparato de Golgi, donde son empaquetadas en
nuevas vesiculas hacia otros compartimentos como
la membrana plasmaética o los endosomas. Algunas
moléculas volverdn desde el compatimento diana al
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compartimento fuente del que partieron en un trans-
porte de reciclado. Hay que tener en cuenta que la
mayoria de los compartimentos, organulos y mem-
brana plasmatica, funcionan tanto como comparti-
mento fuente como compartimento diana al mismo
tiempo. Es frecuente que cuando un compartimento
envia vesiculas a otro, suele recibirlas también de este
ultimo. Asi, la mayoria del trafico vesicular entre dos
compartimentos es bidireccional.

Para formar una vesicula funcional se necesitan
multitud de herramientas moleculares (Figura 11):

Transporte
Micratibulo
Proteina motora
2 o
E o
@
E o
T = 3
ge 23
; 5]
5] Formacién Fusién a
Figura 11: Pasos que se siguen en el transporte de

moléculas mediado por vesiculas.

a) Moléculas para reconocer y atrapar a las
moléculas que se han de transportar. Otras moléculas
adicionales tienen como misién formar la vesicula a
partir de las membranas del organulo fuente. Hay
que tener en cuenta que el proceso de formacion de
una vesicula es tremendamente complejo puesto que
su membrana tiene que formar un pliegue y separarse
de la membrana del organulo fuente.

b) La vesicula debe conseguir proteinas para in-
teractuar con elementos del citoesqueleto para trans-
portar a las vesiculas desde el organulo fuente hasta
el diana.

c) Por ultimo deben incorporar moleculas para
permitir a la vesicula reconocer y fusionarse con el
organulo diana apropiado.

1. Formacion de vesiculas

La formacion de una vesicula es un proceso orde-
nado de reclutamiento de moléculas. Este proceso
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Figura 12: El proceso de formacién de una vesicula recubierta por clatrina supone una serie de pasos antes de que sus
moléculas formen parte de la vesicula (modificado de Weinberg y Drubin 2012)

depende del tipo de vesicula. Los mecanismos mejor
conocidos son los de las denominadas vesiculas recu-
biertas por clatrina, COPI y COPII (Figuras 2 y 3).
En el caso de las vesiculas recubiertas por clatrina, en
levaduras se estima que mas de 65 proteinas diferentes
intervienen en el proceso formacion, y en las células
de mamiferos unas 50, todas ellas provenientes del
citosol.

Nucleacion

En las vesiculas recubiertas se ha propuesto que la
nucleacién se puede iniciar de diferentes maneras. a)
En las vesiculas recubiertas por clatrina la nucleacion
se inicia mediante una concentracién alta y localizada
del fosfoinositido PI1(4,5)P2 en la membrana, el cual
capta a las moléculas adaptadoras, que a su vez cap-
tard a las cargas y favorecera la captura de la cubierta
de clatrina. Se ha sugerido que también se pueden
dar concentraciones de cargas en lugares concretos de
la membrana que ayudarian a captar a las proteinas
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adaptadoras. b) En las vesiculas COPII la nucleacién
se produce mediante el reclutamiento de proteinas
GTPasas Sar a la membrana del organulo fuente.
Aunque esto ocurre en lugares concretos de la mem-
brana, no se sabe como se inicia el proceso, ni cémo
se selecciona el lugar de la membrana donde tendra
lugar la adhesion de estas moléculas. Las proteinas
Sar son pequenas moléculas que se activan e inactivan
mediante la hidrélisis del GTP. Cuando las moléculas
Sar son activadas en la membrana del organulo fuente
se encargan de reclutar a otras proteinas (denom-
inadas genéricamente como sec), las cuales son las
encargadas de seleccionar de manera especifica a las
proteinas que deberan incorporarse en la vesicula para
ser transportadas, y a las que formaran la cubierta
(Figuras 12 y 13). En cualquier caso, podria parecer
que el sitio de nucleaciéon de una vesicula es aleato-
rio, pero hay muchos ejemplos en los que no es asi.
Hay regiones que favorecen esta nucleacion, como las
zonas de transicién del reticulo endoplasmatico.
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Figura 13: Formacién de vesiculas COPII en el reticulo endoplasmético (modificado de Budnik y Stephens, 2009). Los
componentes bésicos de la cubierta COPII son Sarl, Secl2, Sec23/24, Sec13/31, que se han conservado evolutivamente
desde levaduras hasta mamiferos. El primer paso para la formacién de una COPII es la activacion de las proteinas GTPasas
Sarl por Secl2. Esto lleva a que Sarl pueda insertarse en la membrana del reticulo. Esta insercién recluta Sec16, Sec23
y Sec24 y produce deformacién de la membrana. Sec23 modula la actividad de Sarl. Las cargas a transportar por
estas vesiculas son capturadas por Sec24, que reconoce distintos dominios citosélicos de dichas moléculas. Las moléculas a
transportar pueden ser integrales de membrana o solubles. En este tltimo caso necesitan de receptores transmembrana para
ser captadas. La agregacién de estas proteinas mas las cargas genera un complejo molecular estable que recluta proteinas
de la cubierta externa, que son las proteinas Sec13 y Sec31. Estas se ensamblan formando una estructura geométrica pero
con cierta flexibilidad, comparada con las cubiertas de clatrina, que permite acomodar cargas de diferentes tamanos. Tras
la escisién, la cubierta externa se libera debido a la hidrélisis del GTP de la Sarl.

deben viajar proteinas hacia la matriz extracelular,
asi como receptores transmembrana que deben quedar
en la membrana plasmatica. Las vesiculas de clatrina
transportan muy diversas cargas desde la membrana
plasmatica. Existen muchas proteinas en la cubierta
de las vesiculas que reconocen a las cargas.

Cargas

En una vesicula se puede viajar de tres maneras:
como proteina transmembrana, como ligando unido
a un receptor y como molécula disuelta en el con-
tenido de la vesicula. La importancia, tanto cual-
itativa como cuantitativa, de cada uno de ellos no

estda todavia clara. Las proteinas adaptadoras son Hay otras maneras de seleccionar moléculas para

capaces de reconocer secuencias senal en los domin-
ios citosdlicos de las proteinas transmembrana que a
su vez reconoceran a las proteinas del interior del
organulo fuente que deben ser transportadas. Por
ejemplo, en las vesiculas de exocitosis constitutiva
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incorporarlas en una vesicula. Una es por la longitud
de los dominios transmembrana de la proteina, es de-
cir, la longitud de las cadenas de 4cidos grasos de los
lipidos que forman la membrana de la vesicula selec-
cionaran a proteinas que tengan dominios transmem-
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brana, Secuencias de aminodacidos hidréfobos, de sim-
ilar longitud. Proteinas con dominios transmembrana
mas cortos seran excluidas. Esto se ha demostrado en
la formacion de las vesiculas recubiertas COPI en el
reticulo. Otro mecanismo de seleccién que también
tiene en cuenta la longitud de los dominios trans-
membrana de las proteinas ocurre en las vesiculas re-
cubiertas con COPI, donde existen receptores como
el Ervl4 que son capaces de reconocer longitud de
dominios transmembrana de proteinas que seran in-
corporadas a la vesicula. En este caso los receptores
Erv14 son reconocidos por las proteinas adapatadoras
Sec24. En levaduras los receptores Erv14 parecen cap-
tar hasta 1/3 de las proteinas totales de la vesicula.
Las proteinas transmembrana que se encuentran en
reticulo y dominio cis del aparato de Golgi son méas
cortas que las que del dominio trans-Golgi/membrana
plasmaética/endosomas. Es decir, que las proteinas se
sintetizan sabiendo a dénde deben ir.

Plegamiento

El conjunto inicial de proteinas (GTPasas, adap-
toras, cargas, etcétera) se asocian formando agrega-
dos en la membrana. Cuando se alcanza una con-
centracion critica se dispara el reclutamiento de otras
proteinas que terminardn de formar la cubierta de la
vesicula. A este momento se le llama punto de tran-
sicién, y una vez alcanzado la vesicula se formard. Si
no se pasa el punto de transicién las moléculas que
forman los agregados iniciales pueden volver a segra-
garse en la membrana. Aparentemente, el niimero de
cargas que ha conseguido reunir la vesicula es impor-
tante para que termine de formarse la vesicula. Si
no es suficiente la vesicula no ser formara. Entre las
proteinas de la cubierta externa estan aquellas que
permiten entrelazar todo el entramado proteico exis-
tente, curvar la membrana y dar volumen a la vesicula
incipiente, servir de centros de nucleacién de actina o
permitir desnudar a la vesicula de estas cubiertas tras
la escision. Cuando las proteinas de la cubierta ex-
terna superan una cantidad (para la clatrina podria
ser superior al 60 % del total que formara la vesicula)
es cuando la curvatura de la membrana empieza a ser
visible.

FEscision

La escision es la separaciéon de la vesicula de la
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Curvar la membrana de una
vesicula y escindirla del compartimento fuente es un
proceso coordinado que requiere energia y la par-
ticipacién de varias proteinas. Por ejemplo, hay
proteinas que ayudan a las proteinas de la cubierta ex-
terna y que se insertan en una monocapa de la mem-
brana gracias a unas secuencias de aminodacidos de-
nominadas BAR que son capaces de generar curvatura
en diferentes momentos de la formacién de la vesicula.
Por ejemplo, la proteinas GTPasa Sarl participa en la
fase inicial de la curvatura. La polimerizacién de fila-
mentos de actina y la accién de la miosina son también
necesarios para generar fuerzas motoras que ayudan
en la protusion y posteriormente en la esciéon de las
vesiculas recubiertas por clatrina. La escisién o la in-
dependencia fisica de la vesicula respecto al compar-
timento fuente requiere de curvatura, fuerza motora,
pero también de otras proteinas, denominadas dinam-
inas, que estrangulan la comunicacién membranosa
entre el compartimento fuente y la vesicula. Aqui,
sin embargo, hay diferencias enter las vesiculas recu-
biertas por clatrina y las recubiertas por COPII. Las
vesiculas recubiertas por COPII no precisan ni de di-
namina ni de filamentos de actina para su formacion.
Tras la escisién muchas de las proteinas que envuel-
ven a la vesicula son liberadas y devueltas al citosol
para realizar un nuevo ciclo con la formaciéon de una
nueva vesicula, de manera que tenemos una vesicula
casi desnuda.

membrana madre.

Cargas especiales

Hay algunas cargas, como las moléculas de colageno
o los quilomicrones, que tienen que transportarse
en vesiculas muy grandes desde el reticulo endo-
plasmaético al aparato de Golgi. El tamano molecular
de estas moléculas excede a las pequenas vesiculas
que se pueden formar con las cubiertas COPII (60-
90 nm de didmetro). Y sin embargo, su trans-
porte esta mediado por COPII. Parece que la reg-
ulaciéon de las moléculas GTPasas Sarl es necesaria
para la formacién de estas vesiculas. Por ejemplo,
la mutacién de SarlB (uno de los genes para Sar)
provoca la retencién en el reticulo de quilomicrones
en el intestino e higado. Otras moléculas también
son necesarias para la formacién de estas grandes
vesiculas. Una de ellas es TANGO1 (”transport and
Golgi Organization), necesaria para el transporte de
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coldgeno. TANGO tiene dos isoformas: TANGOI1S
y TANGOI1L. TANGOI1S interacciona con Sarl y
TANGOI1L con la molécula de coldgeno y con Sec23.
El efecto neto de las dos isoformas es regular la ac-
tividad de Sarl y enlentecer el reclutamiento de las
proteinas de cubierta Secl3 y Sec31, por lo que a la
vesicula le da tiempo a crecer antes de que se cierre
la cubierta.

2. Viaje

Tras la separacién del compartimento fuente se pro-
duce la eliminacién de la cubierta. Hay dos mecanis-
mos que favorecen la eliminacién de las proteinas de
la cubierta de la clatrina. Una la accién de chaper-
onas, como la HSC70, la otra es la defosforilacién de
PI(4,5)P2. La HSC70 se incorpora en la fase de es-
cicién de la vesicula y tras sustituir ADP por ATP
provoca mas tarde la desorganizacién y liberacion de
la cubierta. PI(4,5)P2 se convierte en PI4P, lo cual
facilita la liberacién de la cubierta. Como se puede
ver PI(4,5)P2 es importante tanto en el proceso de
ensamblaje como en el desensamblaje de la cubierta.
La liberacién de la cubierta de las vesiculas permite
que éstas puedan interactuar con el citoesqueleto y el
compartimento diana.

Tras la separaciéon del compartimento fuente, y la
liberacién de la cubierta, la vesicula es dirigida ha-
cia el compartimento diana. Este viaje estda mediado
por proteinas motoras y elementos del citoesqueleto,
tanto filamentos de actina como microtubulos. En
las células animales los microtibulos juegan un pa-
pel importante en el trafico de las vesiculas, aunque
también participan los filamentos de actina. Por jem-
plo, se han descubierto que los filamentos de actina
forman uno haces, denominados cables de actina, que
tienen uno de sus extremos en las proximidades de los
lugares de endocitosis y el otro orientado hacia el inte-
rior de la célula, y que parecen ser importantes para el
trasiego de vesiculas de endocitosis. Sin embargo, en
las plantas el trafico vesicular estd fundamentalmente
mediado por los filamentos de actina.

3. Fusion de vesiculas

El mecanismo de fusién de una vesicula con su com-
partimento diana es complejo (Figura 14). Ha de ser
selectivo puesto que la célula ha de asegurarse de que
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una vesicula sélo se fusiona con aquel compartimento
para el que las moléculas que transporta han sido des-
tinadas. Pero ademds, abrir y fusionar membranas
supone saltar una barrera termodindmica importante.
Esto se hace en pasos sucesivos.

Anclaje

El primer paso es un reconocimiento inicial o an-
claje (en inglés: "tethering”). Esto requiere que haya
una especie de etiqueta a modo de cédigo postal en
la vesicula que sea reconocida por el compartimento
con el que se ha de fusionar. Este reconocimiento ini-
cial es similar al de una cana de pescar anclada en el
compartimento diana que reconoce y ancla ("pesca’”)
una vesicula que tiene unas determinadas moléculas.
Las ”canas” de pescar son unos complejos proteicos
asociados a las membranas del compartimento diana.
Hay distintos tipos complejos: Golginas, CORVET,
Dsll, exocysto, GARP/VFT, HOPS/Class C VPS,
TRAPPI y TRAPPII, que se distribuyen de forma
selectiva en distintos compartimentos (Figura 5). Es-
tos complejos pueden cambiar entre estado estirado
y contraido, pudiento en algunos casos medir més de
200 nm de longitud, lo que indica que es una cana
molecular bastante larga. Por ejemplo, las proteinas
de las membranas del Golgi que capturan vesiculas
se denominan golginas. Estas proteinas se extiende
unos 100 a 600 nm desde las membranas de las cis-
ternas Golgi. Hay 11 golginas. La presencia de estas
moléculas es suficiente para capturar vesiculas (”teth-
ering”) y su localizacién diferencial en los diferentes
compartimentos del Golgi (cis, medio y trans) permite
seleccionar qué vesiculas se capturan en cada dominio.
Por ejemplo, las que hay en el cis capturan vesiculas
que se han formado en el reticulo endoplasmaético y las
que hay en el lado trans vesiculas que vienen desde los
endosomas. Aquellas golginas que estan en los bordes
de las cisternas intermedias capturan vesiculas que se
ha formado en el propio Golgi.

Las moléculas reconocidas por estas proteinas
largas en la vesicula es muy variable. Puede ser
desde moléculas concretas, lipidos o proteinas, hasta
la organizacién molecular. Por ejemplo, las golgina
GMAP-210 tiene un extremo distal que es capaz de re-
conocer vesiculas por el tamano, composicién lipidica
de la membrana y por el grado de empaquetamiento
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Figura 14: El proceso de fusién vesicular supone una serie de pasos antes de que sus moléculas formen parte del compar-
timento diana. (Modificado de Weinberg y Drubin 2012; Mitokos y Lowe, 2017 ).

lipidico. Esto parece suficiente para reconocer a las
vesiculas que vienen del reticulo. Otras golginas son
capaces de reconocer proteinas presentes en las mem-
branas de las propias vesiculas.

Todas las vesiculas transportan proteinas Rab-
GTPasas (en humanos 60 tipos), que son de distinto
tipo dependiendo del compartimento fuente, o parte
del compartimento fuente, donde se haya formado la
vesicula. Se pensaba que estas proteinas eran la prin-
cipal etiqueta de la vesicula a la hora de ser reconocida
por el compartimento diana. Sin embargo, parece que
participan en una fase posterior. Por ejemplo, todas
las golginas unen Rab-GTPasas en un lugar distinto
al de anclaje. Esta diferencia de lugar hace pensar que
las RabGTPasas no participan en el reconocimiento
inicial sino en pasos posteriores, cuando la vesicula se
tiene que acercar a la membrana del compartimento
diana. Las proteinas RabGTPasas podrian forzar el
plegamiento de las golginas y asi acercar la vesicula a
la membrana.

Atraque y fusién

Atlas de la Universidad de Vigo

El reconocimiento inicial descrito anteriormente es
esencial para los pasos posteriores. Tras el anclaje
y accién de las proteinas Rab-GTPasas, hay otras
proteinas que favorecen el atraque de la vesicula a
la membrana del compartimento diada. Se llaman
proteinas MTC (” multi-subunit tethering complex”).
Son una familia de proteinas con una distribucién
diferencial. Su misién es acercar aun mas la mem-
brana vesicular a la membrana del compartimento di-
ana para que se pueda dar otro reconocimiento adi-
cional entre otras proteinas denominadas SNARE.
Son proteinas transmembrana (en humanos hay 37
diferentes) de las cuales hay dos tipos: v-SNARE y
t-SNARE. Las v-SNARE se incorporan en la vesicula
durante su formacién en el compartimento fuente
y las t-SNARE se encuentran en las membranas
del compartimento diana. La interacciéon entre v-
SNARE y t-SNARE provoca un acercamiento mucho
mayor de las membranas de la vesicula y del com-
partimento diana, liberando ademads la energia nece-
saria para la fusion de ambas membranas. Sin em-
bargo, para la fusién de la membrana vesicular y del
compartimento fuente, otras proteinas parecen coop-
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(Modificado de Kuhlee et al., 2015).

erar con las proteinas SNARE. La fusién de mem-
branas es un proceso termodinamicamente desfavore-
cido. Las SNARE son otra capa de especificidad
en el reconocimiento del compartimiento diana por
una vesicula determinada. Por ejemplo, las pare-
jas v-SNARE y t-SNARE de la comunicacion en-
tre reticulo-golgi, Golgi-Golgi, endosomas-Golgi, son
diferentes.

Los filamentos de actina parecen tener un papel
relevante en la fusion de las vesiculas, al menos du-
rante la secrecién regulada (Figura 16). En el caso
de las neuronas, en el terminal sinaptico, hay un re-
cubrimiento de filamentos de actina bajo la membrana
que impide que las vesiculas entren en contacto con
la membrana plasmética. Los filamentos de actina
podrian funcionar como una barrera fisica para evi-
tar la fusion prematura de las vesiculas. Pero a la
vez este entramado de actina, y su proteina motora
miosina, parece también importante para la expulsién
rapida del contenido vesicular una vez que se ha pro-
ducido la fusién de membranas. La actina también
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parece implicada en la conduccion de las vesiculas ha-
cia su lugar de liberacién en algunas células. El pro-
ceso seria el siguiente: la actina cubre normalmente
la superficie interna de la membrana plasmaética, tras
la llegada de la senal de exocitosis el entramado de
actina disminuye en densidad y permite el contacto
entre las membranas de la vesicula y la membrana
plasmatica, una vez producida la fusién se recluta de
nuevo la actina que polimeriza alrededor de la vesicula
cubriéndola por completo y comprimiria la vesicula
para acelerar la liberacién del contenido vesicular. Lo
que parece atraer y favorecer la polimerizacion de la
actina sobre la vesicula es la composiciéon lipidica, so-
bre todo la presencia de el fosfoinositido PIP2. PIP2
no esta presente en la membrana de las vesiculas pero
si tras el inicio de la fusién, donde llega por difusién
lateral desde la membrana plasmaética. Es en esta
posicién nueva podria favorecer el reclutamiento de
proteinas que favorecen la polimerizacién de filamen-
tos de actina.

Hay que tener en cuenta que la fusiéon entre mem-
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Figura 16: Participaciéon propuesta por la actina en la liberacién del contenido vesicular durante la exocitosis regulada

(modificado de Tran y Ten Hagen 2017).

branas celulares no siempre involucra a una vesicula
y a un compartimento diana. Se producen fusiones
entre compartimentos semejantes como ocurre con los
endosomas, las mitocondrias o incluso entre vesiculas.
Se cree que todos estos casos se siguen mecanismos
parecidos con implicacion de moléculas similares.
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5 Transcitosis

La transcitosis es el transporte de cargas (macro-
moléculas, inmunoglobulinas,
etcétera) incorporadas en vesiculas entre dos zonas
de la membrana plasmatica situadas en distintos la-
dos de la célula. Este mecanismo se propuso primero
por Palade (1950) para el transporte de moléculas
a través de las células endoteliales donde se forman
vesiculas en la zona de la membrana plasmatica en
contacto con la sangre, cruzan el estrecho citoplasma,
y se fusionan con la membrana plasmatica en con-
tacto con la lamina basal. Los epitelios son capas de
células que suelen separar dos medios muy diferentes,
como en los pulmones, en el tubo digestivo, o en
el endotelio. Estas células tienen dos dominios de
membrana diferentes para comunicarse con cada uno
de estos medios: apical y basolateral. Se dice por
ello que son células polarizadas. Las células tienen
que arreglarselas para mantener y comunicar ambos
dominios de la célula. Parte de esta comunicacion se
hace mediante la transcitosis. Aunque la transcitosis
es un mecanismo tipico de las células epiteliales, estd
presente en otras células tales como las neuronas o los
osteoclastos. Esta ruta de transporte vesicular evita
el paso por los lisosomas, y por tanto la degradacién
de las moléculas que transporta. Tipos diferentes
de moléculas se transportan por transcitosis: in-
munoglulinas, insulina, receptores de quimiocinas,
lipoproteinas, fragmentos de DNA, enzimas, algunos
virus, algunas toxinas, etc.

vitaminas, iones,

Las células endoteliales mueven una cantidad in-
gente de moléculas desde la sangre hasta los tejidos
de manera rapida y no totalmente especifica (unos 30
segundos desde un lado al otro) mediante transcitosis.
Normalmente se transportan moléculas que estan en
disolucién en el plasma sanguineo y que no necesitan
receptores para su inclusién en vesiculas por parte de
las células endoteliales. La misma vesicula hace todo
el trayecto desde una parte de la célula a la otra, es
decir, no hay fusién con los endosomas. Sin embargo,
las moléculas que se transportan no son totalmente
aleatorias sino que hay una seleccién basada en su
carga neta negativa, que poseen la mayor parte de las
moléculas del plasma sanguineo. Se transportan in-
munoglobulinas, lipoproteinas de baja densidad, hi-
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erro, y otras moléculas. Sin embargo, también hay
vesiculas de transcitosis en las células endoteliales
que incorporaran moléculas, tales como la albimina
o la proteina orosomucoide, captadas de manera mu-
cho maés especifica mediante receptores. Algunos mi-
cronutrientes, una vez internados desde el intestino
cruzan los endotelios por transcitosis. El hierro incor-
porado en la dieta se acopla a un receptor y ambos
cruzan el endotelio por transcitosis. Igual ocurre con
la vitamina B12.

Los enterocitos, que forman el epitelio intestinal,
son células columnares en las cuales también se pro-
duce transcitosis. A diferencia de las células en-
doteliales, donde las membranas basal y apical estan
muy cerca, la ruta de transcitosis en los enteroci-
tos es mas larga y necesita al citoesqueleto y a los
endosomas como organulos intermedios. Suele ini-
ciarse por vesiculas recubiertas por clatrina, donde
hay una captacion de cargas mediada por receptor
(Figura 17). Las vesiculas se fusionan con los endo-
somas tempranos. Hay dos poblaciones de endoso-
mas tempranos, los basolaterales y los apicales, cada
uno recibe vesiculas de su dominio préximo de mem-
brana plasmatica. Desde estos endosomas tempranos
se envian las cargas a otro tipo de endosomas local-
izado en la parte apical de la regién perinuclear de
la célula. Estos se denominan endosomas comunes.
Los endosomas comunes reciben cargas de los dos do-
minios y son los realmente encargados de repartir en-
globadas en vesiculas a un dominio u otro segin les
corresponda.

Se han descrito dos tipos de transcitosis en los en-
terocitos que llevan moléculas desde la membrana
basolateral a la apical y desde la membrana apical
a la membrana basolateral. Las inmonoglubulinas
tipo A (IgA) son anticuerpos liberados por las células
plasmaticas, pero su funcién contra los patégenos se
lleva a cabo en las superficies corporales, luego deben
ser transportadas por los epitelios desde las mem-
branas basolaterales hasta las apicales. Asi, en la
mucosa intestinal hay numerosas células plasmaéaticas
que liberan IgA para que ejerzan su accién en el in-
terior del tubo digestivo. Las células epiteliales in-
testinales sintetizan un receptor de membrana en el
reticulo endoplasmatico, que pasa por el aparato de
Golgi, y desde ahi mediante vesiculas se traslada a las
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membranas basolaterales. Es el receptor polimérico
para IgA. Este receptor, cuando une la IgA que se
encuentra en el espacio intercelular, oligomeriza, y en
esta forma, receptores-inmunoglobulinas son endoci-
tados. Las vesiculas formadas se fusionan con los en-
dosomas tempranos basolaterales, las cargas pasan a
los endosomas comunes, y desde aqui salen vesiculas
con el complejo receptores-inmunoglobulinas hacia la
membrana apical (libre) donde se fusionan y liberan
a las IgAs. La liberacion de las IgAs es por hidrolisis
enzimatica, de modo que una parte del receptor se
libera con la imunoglubulina. El receptor polimérico
para IgA posee un dominio citosélico de unos 100
aminodcidos que es la etiqueta que dirige al com-
plejo receptor-inmunoglobulina por el interior de la
célula a través de los diferentes compartimentos. Este
mecanismo no solo se da en el epitelio intestinal sino
también en los epitelios del rindn, traquea, higado y
glandulas mamarias. Del mismo modo, los epitelios
respiratorios translocan inmunoglobulinas tipo A ha-
cia la superficie de las vias respiratorios por transcito-
sis, también gracias a un receptor que reconoce IgA.
En este caso el receptor no forma un enlace covalente
con su ligando, sino que se libera de él por cambios
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en el pH.

Curiosamente, la transcitosis para las inmunoglob-
ulinas puede dartse también en sentido contrario,
desde el dominio apical al basolateral. Por ejemplo
en el trasiego de las inmunoglubulinas maternas tipo
IgG desde la placenta al feto o desde leche materna
a los vasos sanguineos del tubo digestivo. En este
caso las inmunoglobulinas tienen que cruzar el epite-
lio desde la parte apical hasta la basolateral. En estos
casos la incorporacién de las inmunoglobulinas se hace
mediada por vesiculas recubiertas por clatrina, y son
captadas por un receptor que reconoce a la fraccién
cristalizable de la IgG (la no variable), las vesiculas
son dirigidas hasta los endosomas tempranos apicales,
y desde ahi a los endosomas comunes, los cuales lib-
eran vesiculas, con Ig-G-receptor empaquetados, que
se fusionan con las membranas basolaterales donde
liberan a las inmunoglobulinas maternas.

No siempre la transcitosis es para transportar
moléculas exdgenas de un lado a otro de la célula,
sino que a veces es para mover moléculas de la propia
membrana plasmatica de un lado a otro. Por ejemplo,
en los enterocitos y en los hepatocitos se sintetizan
moléculas de membrana que inicialmente se insertan
en las membranas laterales y que después se trans-
portan a la apical mediante transcitosis. Algunos es-
fingolipidos pueden viajar en sentido contrario, apical
a basolateral, por transcitosis evitando su paso por
los lisosomas. Esto lo aprovecha por ejemplo la toxina
colérica para atravesar los epitelios puesto que se une
especificamente a estos lipidos de membrana. Cémo
son seleccionados estos lipidos durante la endocitosis
parece depender de la formacién de balsas de lipidos,
y del grado de saturacion y de la longitud de su ca-
dena.
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6 Vesiculas extracelulares

La comunicacién entre células es tipicamente a dis-
tancia mediada por moléculas secretadas al medio
extracelular, o por contactos directos mediante
moléculas colocadas y expuestas en la superficie celu-
lar. Las vesiculas como sistema de comunicacion y
transporte funcionan en el interior celular formando
parte del tréafico vesicular. Sin embargo, desde finales
de los anos 60 del siglo XX se han descrito vesiculas
en los espacios extracelulares de tejidos sélidos y
en fluidos corporales. Antes se pensaba que estas
vesiculas extracelulares eran consecuencia de roturas
de las células o artefactos producidos tras la manip-
ulacién experimental. Sin embargo, la emisiéon de
vesiculas por parte de las células parece ser un mecan-
ismo conservado evolutivamente, incluso parece es-
tar presente en las células procariotas. Aparente-
mente la mayoria de las células son capaces de lib-
erar vesiculas extracelulares. En los animales se han
aislado vesiculas extracelulares en la sangre, saliva,
leche, fluido amnidtico, etcétera. Es dificil averiguar
si la poblacién de vesiculas extracelulares que parten
de una misma célula es heterogénea o no en cuanto a
su composicién.

Las vesiculas extracelulares son heterogéneas y su
contenido es muy variado, desde ARN, hasta lipidos,
glicidos y proteinas diversos, incluso ADN, tanto nu-
clear como mitocondrial. En general estas vesiculas
contienen una gran surtido de proteinas, tales como
enzimas, elementos del citoesqueleto, factores de tran-
scripcion, proteinas asociadas integrales de mem-
brana, complejos de histocompatibilidad, etcétera. Se
han encontrado en ellas tipos de proteinas sin péptido
senal que no provienen del reticulo endoplasmaético.
Contienen también distintos tipos de ARN, tales como
mensajeros, ARN de interferencia y pequeiios ARN
no codificantes estdn presentes, incluso se ha de-
mostrado que algunos de estos ARNm se pueden tra-
ducir a proteinas en las células diana. Los lipidos for-
man parte de sus membranas, que pueden contener
fosfatidil serina, lisofosfatidilcolina, esfingomielina y
acilcarnitinas. Estas vesiculas estdn enriquecidas en
colesterol y esfingolipidos, dos componentes de las bal-
sas de lipidos. Curiosamente el contenido en ARN
no es una representacién del ARN que aparece en el
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citosol sino que hay concentracién de ciertos tipos par-
ticulares de ARN en estas vesiculas. También con-
tienen proteinas sin péptido senal, las que lo tienen
se encuentran en las vesiculas que forman parte del
trafico vesicular. También poseen un juego de lipidos
diferente, por lo que algunos autores consideran a es-
tas vesiculas como un compartimento mas de la célula
con sus caracteristicas especificas.

. De donde salen entonces estas vesiculas extracelu-
lares? Se proponen dos posibles fuentes: exosomas y
vesiculas emitidas. La mayoria de las células proba-
blemente puedan liberar ambos tipos de vesiculas. La
liberacién de estas vesiculas puede ser espontanea o
inducida.

1. Exosomas

Se denomina exosomas a las pequeiias vesiculas, de
unos 30 nm a 150 nm de didmetro, que se liberan
al espacio extracelular tras la fusion de los cuerpos
multivesiculares con la membrana plasmatica (Figura
18). Son por tanto de origen endosoma. Este mecan-
ismo fue descrito, y el término exosoma acunado, en
los anos 80 del siglo XX. Se descubri6 en el pro-
ceso de maduracién de los reticulocitos a eritroci-
tos. Durante esta maduracion los reticulocitos se
deshacen del receptor de la transferrina localizado
en la membrana plasmatica mediante su incorpo-
racion en vesiculas que se fusionan con los endoso-
mas tempranos. Cuando estos maduran se producen
invaginaciones de sus propias membranas y los re-
ceptores quedan en las pequenas vesiculas internas
de los cuerpos multivesiculares. Posteriormente estos
cuerpos multivesiculares se fusionan con la membrana
plasmaética y liberan su contenido, que incluye a las
vesiculas con el receptor de la transferrina, al exterior
celular.

En una misma célula pueden coexistir dos tipos de
cuerpos multivesiculares, aquellos que se fusionaran
con los lisosomas para la degradacién de su con-
tenido y aquellos que se fusionaran con la membrana
plasmatica para liberar a su contenido al exterior.
La diferencia entre estas dos poblaciones parece ser
el contenido en proteinas de superficie, por ejemplo
proteinas rab, asi como el contenido de colesterol de
sus membranas. Incluso en algunas células se han
podido distinguir morfolégicamente estas dos pobla-
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Figura 18: Esquema de la formacién de exosomas y vesiculas emitidas (modificado de Théry, 2011).

ciones de cuerpos multivesiculares. Los exosomas son
liberados como tales por una gran variedad de células:
epiteliales, células del sistema inmunitario, neuronas,
glia y células tumorales, entre otras. Inicialmente se
pensd que era un mecanismo que tenia la célula para
deshacerse de material desechable, y por ello no se les
presté mucha atencién. Pero unas décadas més tarde
se sugiriéo un papel en la comunicacion célula-célula,
en la presentacién de antigenos, en patologias viricas,
incluidas el VIH, en los procesos de metéastasis. La
liberacion regulada o constitutiva de los exosomas de-
pende del tipo celular.

Vesiculas emitidas o ectosomas

En la membrana plasmatica se pueden formar
pequenas evaginaciones que se desprenderan y conver-
tirdn en vesiculas que quedan libres en el medio ex-
tracelular. A éstas vesiculas se les denomina vesiculas
emitidas (shedding vesicles). La mayoria de estas mi-
crovesiculas se rompen a los pocos minutos de ser
liberadas, pero otras pueden llegar a largas distan-
cias y ser encontradas, por ejemplo, en el liquido ce-
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falorraquideo, la sangre o la orina. El tamano de las
vesiculas emitidas puede variar desde mayores de 150
nm a 1 pm.

El proceso de formacién de las vesiculas emitidas
es por evaginacion de zonas ricas en fosfatidilserina
en la monocapa externa de la membrana. El mecan-
ismo que permite la formacion de estas vesiculas,
en sentido contrario a como es habitual en la mem-
brana plasmdtica (por endocitosis o invaginacién),
no se conoce en detalle y parece depender de nu-
merosas moléculas, incluso de la desorganizacion del
citoesqueleto y de la pérdida de asimetria de la mem-
brana plasmatica. La concentracién de calcio y la
hipoxia aumenta la cantidad de vesiculas liberadas,
pero otros mensajeros también afectan a su tasa de
liberacién. En cualquier caso la membrana plasmatica
que forma parte de estas vesiculas tiene que reponerse
y en realidad se ha visto que la produccion de vesiculas
emitidas sigue a una exocitosis regulada previa de
vesiculas no secretoras. Estas porciones de membrana,
que llegan a la membrana plasmatica parecen ser las
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preferidas para formar nuevas vesiculas emitidas.

Durante la apoptosis la célula colapsa y el cito-
plasma se divide en porciones méas o menos grandes
rodeadas de membrana que se liberan al tejido. Hay
autores que consideran que estos trozos de citoplasma,
que se liberan durante la apoptosis contienen ADN
y por tanto podrian considerarse como vesiculas con
significado fisiolégico.

Funciones

Una vez liberados, tanto los exosomas como las
vesiculas emitidas, tienen que difundir y reconocer
a sus células diana. El reconocimiento parece estar
mediado por moléculas de superficie. La célula di-
ana puede iniciar la respuesta, a veces por el simple
contacto con moléculas de la superficie de la vesicula,
pero en otras el contenido de la vesicula ha de entrar
en el interior de la célula por lo que tiene que haber
fusion vesicula-membrana plasmaética de la célula di-
ana o ser captada por endocitosis (la vesicula se fu-
sionaria con la membrana del endosoma quedando
el contenido de la vesicula en el citosol de la célula
diana) (Figura 19). La fosfatidilserina en las mem-
branas de las vesiculas favorece la incorporacion de
estas vesiculas por las células. Sin embargo, en otras
ocasiones las vesiculas se romperan y liberardn su con-
tenido en la matriz extracelular.

La funcién que se les atribuye a las vesiculas ex-
tracelulares es principalmente la comunicacién celu-
lar. Aunque también intervienen en el avance de pro-
cesos patologicos y en la eliminacion de residuos celu-
lares. La informacién que llevan es muy variadas y de-
pende del tipo celular que las libere. En el sistema in-
mune las células dendriticas liberan vesiculas que por-
tan antigenos y complejos mayores de histocompati-
bilidad e inducen respuestas inmunes. También los
macréfagos son capaces de liberar vesiculas que pro-
mueven respuestas inmunes. Algunos tipos celulares,
secretan inmunosupresores incluidos en vesiculas. Los
vesiculas liberadas por las células mesenquimales ayu-
dan a reparar lesiones, las procedentes del epitelio pul-
monar favorecen la proliferacién celular, las liberadas
por las neuronas influyen en la comunicacién nerviosa.
Un caso bien conocido es la liberacién de melanina
en exosomas, denominados melanosomas, por parte
de los melanocitos. Estos melanosomas son incor-
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porados por los queratinocitos de las capas basales
y acumulados en torno al niicleo. Un descubrim-
iento mas reciente aporta evidencias de que también
los queratinocitos liberan exosomas que afectan a la
produccién y liberacién de melanina por parte de
los melanocitos. Los prostasomas de la préstata son
como las vesiculas liberadas de los MVBs.

Las vesiculas extracelulares liberadas por las células
tumorales han atraido la atencion por su posible pa-
pel en la expansion del propio tumor. Las células
tumorales liberan vesiculas, llamados oncosomas, de
1 a 10 micras, que contienen una gran diversidad de
moléculas, incluidas el ADN. Algunas pueden tener
un gen completo en su interior.
metaloproteasas en algunos tejidos tumorales, que son
enzimas que degradan la matriz extracelular y facil-
itan la colonizacion por células metastasicas. Se ha
demostrado que en los melanomas se liberan vesicu-
las con moléculas toxicas que afectan al sistema in-
mune, por lo que favorecen la progresién del tumor.
Ademds, pueden ser una de las causas de la resistencia
a farmacos anticancerigenos puesto que las vesiculas
extracelulares serian un mecanismo para sacar dichos
farmacos de las propias células y evitar su toxicidad.

Pueden contener
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7 Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo molecular que se pro-
duce en el interior de las células eucariotas y cuya
finalidad es la muerte de la propia célula. Es un sui-
cidio celular en el que se pone en marcha un pro-
grama molecular de autodestruccién desencadenado
por senales externas o internas. La apoptosis también
se llama muerte celular programada porque los pasos
para la degeneracién celular estan establecidos, pero
eso no quiere decir que la célula esté predeterminada
a morir, es decir no habrd apoptosis si no hay senal
que la inicie.

El papel de la apoptosis es importante en mu-
chos procesos fisioldgicos, y también patoldgicos, de
los organismos pluricelulares. Por ejemplo, para la
morfogénesis de érganos y tejidos durante desarrollo
embrionario, en el mantenimiento y regeneracién de
los tejidos en el animal adulto, en la respuesta a
patogenos o a estrés celular y en patologias como
el cancer. La cantidad de células que mueren por
apoptosis es enorme, tanto durante el desarrollo em-
brionario como en animales adultos durante la reno-
vacion celular que ocurre en tejidos como la sangre o
el epitelio del digestivo de organismos adultos.

1. Mecanismos moleculares

El proceso molecular de la apoptosis se ha conser-
vado evolutivamente en las diferentes especies. Es un
mecanismo ordenado y dependiente de energia que
necesita ser iniciado. Se conocen varias causas que
disparan la apoptosis: senales externas mediadas por
receptores de muerte, senales internas donde las mi-
tocondrias juegan un papel importante y hay una
tercera via que involucra a las proteinas perforina y
granzima. Estas tres vias convergen en un proceso

molecular mediado por las enzimas caspasas (Figura
20).

Caspasas

Las caspasas son enzimas proteoliticas que se sin-
tetizan y se liberan en el citosol en forma de procas-
pasas, las cuales son las formas inactivas. Ellas son
las principales encargadas de degradar el interior celu-
lar que lleva a la muerte celular. Hay varios tipos de
caspasas, cada uno de ellos especializado en actuar so-
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bre diferentes tipos de proteinas. Todas las caspasas
rompen cadenas de aminoacidos en lugares donde se
encuentra el aminoacido aspartato, pero distintas cas-
pasas actuan sobre diferentes proteinas dependiendo
de los aminodacidos que haya proximos a dicho aspar-
tato. Las caspasas que se activan inicialmente son la
caspasa-2, 8, 9 y 10, mientras que las efectoras o ejec-
turas son las caspasas-3, 6 y 7. Hay otas caspasas
que realizan papeles mas especificos y otras como
la caspasa 14 que sOlo se expresa durante el desar-
rollo embrionario.Dentro de las caspasas ejecutoras,
la caspasa-3 es considerada muy importante puesto
que activa a la endonucleasa CAD, la cual degrada
la cromatina. También afecta a la reorganziacién del
citoesqueleto y como consecuencia provoca la rotura
de la célula en fragmentos celulares independientes.

Una vez que se produce la activacion de las primeras
caspasas, el proceso de muerte celular parece irre-
versible, aunque no siempre es asi (ver mas abajo).
Es un mecanismo en cascada en el cual las primeras
caspasas activas pueden a su vez activar a otras cas-
pasas, ddndose una reaccién en cadena y exponen-
cial. Finalmente las caspasas ejecutoras degradaran
la célula. Curiosamente las caspasas también actian
en procesos no apoptéticos como la separacién de las
espermatidas, la diferenciacién de los macrofagos, la
cornificaciéon del epitelio, eritropoyesis o la diferen-
ciacién de las células de las lentes del ojo.

Receptores. Senales externas.

La via de iniciacién extrinseca de la apopto-
sis comienza con la activacion de receptores local-
izados en la membrana plasmadtica. A estos re-
ceptores se les denomina receptores de muerte y
son miembros de la familia de receptores conoci-
dos como TNF (tumor necrosis factors). Cada
receptor se activa con una senal caracteristica.
Por ejemplo, si emparejamos ligando/receptor ten-
emos a FasL/FasR, TNF-a/TNFRI1, Apo3L/DR3,
Apo2LL/DR4, o Apo2L./DR5. La llegada del ligando
o senial provoca la asociacion de receptores activados
en la superficie de la membrana y esto dispara un re-
clutamiento de proteinas adaptadoras en el interior
celular. Estas proteinas adaptadoras se asocian en-
tonces con procaspasas-8 creando un ambiente molec-
ular que lleva al cambio conformacional en las procas-
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Figura 20: Principales vias de iniciacién de la apoptosis. Los signos de interrogacién indican vias que podrian también

ser activas.

pasas, desencadenando la autoproteolisis de éstas y
la conversion de procaspasas en caspasas. Cuando se
produce esta activacién el proceso molecular degrada-
tivo estd activado.

Estrés. Senales internas

Esta via conlleva la aparicién de una serie de
estimulos para la apoptosis que no estdn mediados
directamente por receptores. Estos estimulos pueden
ser por desaparicién o por aumento. Por ejemplo, la
desaparicion de los factores de supervivencia disparan
la apoptosis, pero también lo hace un aumento so-
bre la células de la radiacion, temperatura, sustancias
téxicas, etcétera. Todos estos cambios terminan por
alterar la membrana interna mitocondrial que provoca
la apertura de poros en su membrana, alterdndose el
potencial eléctrico y se produciéndose la liberacién de
diversas moléculas proapoptdéticas. Entre éstas esta
el citocromo C, el cual se unird a las moléculas apaf-
1 y a la procaspasa-9, formando lo que se denomina
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un apoptosoma. Este complejo provoca la activacién
de la procaspasa-9 y el inicio del proceso degrada-
tivo. Desde la mitocondria se liberan también enzi-
mas en etapas mas tardias del proceso apoptotico que
se dirigen al nticleo y provocan una primera digestion
del ADN. En la membrana de las mitocondrias hay
una familia de proteinas denominadas bcl que pueden
modular, disparar o inhibir, este mecanismo de inicio
de la apoptosis y son potenciales diana para eliminar
selectivamente células tumorales.

Patogenos

Los linfocitos T citotéxicos son capaces de matar
a células que contienen patdgenos mediante la acti-
vacién de los receptores de muerte y disparar el pro-
ceso apoptético. Sin embargo, existe otra via medi-
ante la cual crean inicialmente un poro en la mem-
brana e introducen una molécula que activaran la
via apoptotica en el propio citosol. Los linfocitos T
citotéxicos poseen unos granulos que contienen dos
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tipos tipos de proteinas: las perforinas y las granz-
imas. El contenido de estos granulos es exocitado
cuando el linfocito detecta la presencia de una célula
infectada o cuando la reconoce como tumoral. La per-
forina se insertara en la membrana de la célula diana
y creara un poro por el cual entraran en el citoplasma
las granzimas. La granzima (hay dos tipos, A y B) ac-
tivara a las caspasas-10 y 3 y también estimulard a la
mitocondria para que se inicie el proceso apoptdtico
como si de una senal interna se tratara.

2. Efectos celulares

Los cambios celulares que se producen durante la
apoptosis son diversos: una retraccién o encogimiento
de la célula, el citoplasma se vuelve mas denso y
los organulos méas empaquetados, se observa conden-
sacién de la cromatina, lo cual es un indicio visible
en preparaciones histolégicas convencionales. Poste-
riormente hay protusiones y plegamientos de la mem-
brana de modo que la célula se divide en porciones in-
dependientes denominados cuerpos apoptoticos, pero
siempre rodeadas por membrana plasmatica. Es-
tas porciones celulares son posteriormente fagocitadas
por macrofagos. Puesto que no hay liberacién de sus-
tancias intracelulares al medio extracelular por ro-
turas de la membrana no se dan procesos inflama-
torios. Ademas, los macréfagos que eliminan a los
cuerpos apoptdéticos no liberan citoquinas al medio.
La apoptosis es un proceso de muerte celular sin mo-
lestar a las células vecinas. Si embargo, se sabe que en
algunos casos son capaces de liberar moléculas que fa-
vorecen la proliferacién celular, la reorganizacion del
la matriz extracelular o del citoesqueleto en células
vecinas.

La carencia de efecto inflamatorio de los cuerpos
apoptoticos es debida a que son rapidamente elimina-
dos por los macréfagos. Si la actividad macrofdgica
es inhibida los cuerpos apoptdticos terminan por
romperse y desecadenan respuestas inflamatorias.
El reconocimiento de las porciones de citoplasmas
apoptdéticos por parte de los macrofagos se debe a que
durante la apoptosis la célula expresa en su superfi-
cie marcadores que seran reconocidos especificamente.
Esto se consigue, entre otras cosas, por el movimiento
de la fosfatidilserina, que normalmente se encuentra
en la monocapa interna de la membrana, hacia la
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monocapa externa. Este lipido es una senal para los
macrofagos. También cooperan en el reconocimiento
la incorporacién a la membrana de la anexina I y de
la calreticulina.

Se ha considerado que la apoptosis es un proceso
irreversible una vez que se han activado las primeras
caspasas. Sin embargo, se ha encontrado que al inacti-
var los macrofagos algunas células destinadas a morir
por apoptosis pueden recuperarse. De manera que la
accién de los macréfagos es asegurarse de que una vez
que se inicia la apoptosis las célula va realmente a
morir.

Por otra parte, la necrosis es una muerte celu-
lar debida normalmente a danos celulares producidos
por agentes externos tales como temperatura, presion,
téxicos, etcétera. La diferencia con la apoptosis es que
la necrosis es un proceso descontrolado y pasivo que
conlleva la rotura de la membrana plasmatica y lib-
eracion del contenido celular desencadenando proce-
sos inflamatorios. Todavia existe un tercer tipo difer-
ente de muerte celular que estd mediada por proce-
sos de autofagia. La muerte por autofagia también
se considera que es un mecanismo controlado por la
célula.

3. Desarrollo

Durante el desarrollo de C. elegans se generan 1090
células somaéticas, de las cuales moriran 131 en lugares
y en momentos concretos. Este patrén de produccién
de un exceso de células que luego seran eliminadas se
observa en todas las especies. Aparentemente es un
derroche de energia, pero las apariencias engafian.

Morfogénesis

Quiza el ejemplo cldsico de la participacion de la
apoptosis en la morfogénesis de un érgano durante el
desarrollo embrionario es la eliminacién de las mem-
branas interdigitales. Los dedos de las extremidades
estan inicialmente conectados por masas celulares que
luego seran eliminadas, resultando en la forma final
de los dedos. Sin embargo, los patos y otras aves
acuaticas poseen membranas entre sus dedos que les
permiten impulsarse en el agua. En estas especies la
apoptosis es muy escasa entre los dedos. La muerte
celular en las especies con dedos separados tiene un
efecto como esculpir una estructura para darle una
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forma final. Otro ejemplo claro ocurre durante la
metamorfosis de muchas especies, particularmente en
anfibios, en los cuales la apotosis participa en la reor-
ganizacion del cerebro y del digestivo, asi como en la

eliminacién de la cola.

A veces la muerte celular de ciertas poblaciones
celulares durante el desarrollo favorece la liberacion
de tensiones mecdanicas que permiten el plegamiento o
cambio de forma de estructuras embrionarias. Parece
ser que esto ocurre durante el cierre del tubo neuronal
de mamiferos donde gracias a la apoptosis se acelera
su cierre. La formacién de la cavidad proamnidtica en
los embriones de mamiferos es resultado de procesos
apoptoticos en el centro de la masa de células inter-
nas tras el implante del embrién. A este proceso se le
denomina cavitacién.

El tamaifio de los 6rganos es un balance entre pro-
liferacion y muerte celular producida durante el de-
sarrollo o en estado adulto. Existen genes relaciona-
dos con la proliferacién, particularmente los de la via
Hippo que inhiben los procesos apoptéticos. Normal-
mente estos genes estan implicados en cascadas de
senalizacién que cuando no se activan se favorecen los
procesos apoptéticos y por lo tanto la eliminacion de
células del érgano.

Ajuste fino de la funcion

Esta demostrado matematicamente que es menos
costoso en términos de informacién sobreproducir ini-
cialmente elementos de una estructura tosca y luego
eliminar los excesos para obtener una forma final fun-
cionalmente més precisa. Esto es claro en el sistema
nervioso donde establecer las conexiones iniciales de
forma precisa requeriria una cantidad de informacion
impresionante, pero mucho menos si primero se es-
tablecen las conexiones entre neuronas de una man-
era poco fina y luego se eliminan las células que es-
tablecieron conexiones incorrectas. Mueren aquellas
neuronas que no hayan sido capaces de establecer
conexiones funcionales. De la misma forma, hacer re-
ordenaciones aleatorias para producir muchos linfoc-
itos y luego eliminar a aquellos que produzcan reac-
ciones autoinmunes es mas barato, unos 60 genes, que
los 100000 genes que serian necesarios para producir
cada uno de las lineas de linfocitos. Este proceso de
economia se puede aplicar también a procesos de mor-
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fogénesis y regionalizacion.
4. Homeostasis

La apoptosis en animales adultos sirve para con-
trarrestar las proliferacién por mitosis que ocurre
en muchos tejidos. Es un proceso continuo de
muerte celular y reemplazo por células nuevas. La
eliminacién de las células apoptdéticas la hacen los
macrofagos.  En la mayoria de los tejidos hay
aproximadamente un 15 % de las células que son
macrofagos. Este equilibrio entre proliferacién y elim-
inacién celular evidente en los epitelios, donde hay
una renovacién constante de las células y un bal-
ance entre nacimiento y muerte celular. Por ejem-
plo, la queratinizacién de la epidermis es un pro-
ceso apoptético especializado. También el ciclo de
vida de los enterocitos del intestino comienza con
la proliferacién en las criptas de la mucosa intesti-
nal, el desplazamiento de los enterocitos hacia las
zonas mas superificiales y su muerte por apoptosis
en las vellosidades intestinales. Esto ocurre también
los epitelios de las vias respiratorias. Esto es intere-
sante en células que estdn expuestas a agentes poten-
cialmente patogenos o toxicos y es maéas rentable su
renovaciéon que favorecer su resistencia y reparacion
a tales agentes. El balance entre proliferacion celu-
lar y apoptosis es importante también en la sangre.
Esta regulacion empieza al nivel de las células madre
hematopoyéticas, donde su poblacién es regulada por
apoptosis, y por tanto se controla la cantidad de
células sanguineas producidas. Incluso las plaquetas
pueden ser reguladas por apoptosis. Las plaquetas
son un ejemplo de apoptosis en estructuras no nucle-
adas.

La apoptosis es un proceso normal durante la re-
spuesta inmune. Los linfocitos T citoliticos emplean
perforina y granzima B para eliminar a las células in-
fectadas. La granzima B activa directamente las cas-
pasas, pero también en otras vias como la activacién
de una molécula denominada Bid que actia sobre la
mitocondria favoreciendo la salida de citocromo C y
activando la via interna de la apoptosis. Pero ademas,
La apoptosis juega un papel importante mediante la
eliminacién de los linfocitos B y T una vez que la re-
spuesta inmune ha terminado. Esta accidn estd me-
diada por Bcl-2 y por la activadad antigénica. Se ha
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propuesto que las células altamente estimuladas por
los antigenos, es decir que han desarrollado anticuer-
pos contra ellos, disminuyen disminuyen la influencia
de Bcl-2 y aumentan la de los receptores de muerte de
manera que son células mas sensibles a sufrir apopto-
sis.

Hay numerosas causas que hacen estresarse a una
célula, lo que puede provocar un descontrol y mal
funcionamiento de esta. Entre estas causas estan
danios en el ADN, fallos en la divisién celular, pro-
duccién y acumulaciéon de proteinas aberrantes, au-
mento de especies moleculares reactivas o infeccion
por patégenos. Todas ellas, si alcanzan una determi-
nada intensidad, disparan los procesos apoptoticos.

El cancer es un claro ejemplo donde la apotosis
juega un papel importante. Més concretamente, la in-
hibicién de ésta favorece la proliferacién y progresion
del cancer. La resistencia de las células tumorales
a la apoptosis se da por mutaciones que afectan a
genes proapoptéticos. Por ejemplo, alteraciones en
los receptores FAS, disminucién de su produccién o
sintesis de receptores defectuosos, de manera que no
pueden ser reconocidos por los linfocitos citotéxicos,
o disminucién de la expresiéon de los genes bcl-2
proapoptdticos,

Durante el envejecimiento hay una alteracién de la
apoptosis en diferentes tejidos. Mientras en unos hay
un aumento en otros hay una disminuciéon. Por ejem-
plo, hay un aumento de la apoptosis en el sistema
inmune, en el musculo esquelético, en el musculo car-
diaco y en enfermedades neurodegenerativas, mien-
tras que por otra parte las células cancerosas y las
senescentes son resistentes a morir por apoptosis, fa-
voreciendo su aumento durante el envejecimiento.
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