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RESUMEN

El sistema de membranas constituye un componente
esencial para las células. La célula eucariota tiene la membrana
plasmatica que la aisla del exterior y las membranas intracelulares
gue la subdividen formando los distintos organulos. Esta
compartimentacion le permite adaptarse a los variables ambientes
extracelulares y llevar a cabo funciones especificas dependiendo del
tejido u d6rgano al que pertenezca. Las membranas estan
compuestas por (glico)lipidos y (glico)proteinas, que, una vez
sintetizados, se transportan a sus destinos intracelulares. Errores en
su envio y/o ubicacién pueden resultar fatales para la célula y para
el organismo. Por ello, es crucial el control y la regulaciéon del
transporte intracelular. Un organulo clave es el aparato o complejo
de Golgi. Este organulo representa la Estacion Central intracelular
de un viaje en tren en el que viajeros, vagones, ruedas, cambios de
aguja, semaforos, motores y vias nos van a ayudar a entender como
tiene lugar el tréfico intracelular de membranas.

ABSTRACT

Cellular membranes are crucial for the cells. The eukaryotic
cell is made up of the plasma membrane that isolates it from the
external world, and of intracellular membranes, which form
compartments that give rise to the organelles. This subdivision
allows the cell to adapt to changing external conditions, and to
perform specific functions depending on the tissue. Cell membranes
are made up of (glyco)lipids and (glyco)proteins that once
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synthesized are sorted and transported to their specific subcellular
destination. Mistakes in this process may compromise cell survival
and, consequently, the whole organism. Hence, the control and
regulation of intracellular transport is a crucial process for the
survival of the cell. The Golgi complex, or Golgi apparatus, is the
organelle responsible for such regulation and control. It can be
compared to the Grand Central station on the intracellular rail trip in
which travellers, carriages, wheels, traffic lights, motors and tracks
help us to understand how the intracellular membrane traffic takes
place.

Introduccion

La célula esta protegida del mundo exterior gracias a que estd envuelta
por la membrana celular o membrana plasmatica. En determinados tipos
celulares, esta membrana presenta unos dominios o regiones claramente
diferenciados, tanto a nivel funcional como morfologico (cilios, flagelos,
microvellosidades). Son las células polarizadas, entre las que se encuentran,
entre otras, las células de ciertos epitelios (como el renal y el intestinal) y las
células neuronales. Sin embargo, otros tipos celulares no presentan estas
especializaciones estructurales y, por tanto, son células no polarizadas, como
por ejemplo, los fibroblastos.

La célula eucariota ha evolucionado funcionalmente conforme han ido
apareciendo los compartimientos intracelulares. Esta compartimentacion
estructural y funcional viene determinada por la composicion diferencial de
los componentes de las membranas: los lipidos y las proteinas. Sobre estos
componentes recaen las funciones comunes y especializadas de todas las
células. Su correcta localizacion es lo que determina que la célula lleve a cabo
las funciones que le vienen determinadas genéticamente. Por lo tanto,
cualquier alteracion en su localizacion intracelular puede acarrear trastornos
patologicos serios. El conocimiento de las sefiales que guian y/o controlan la
localizacion de los lipidos y proteinas y como se transportan a los distintos
compartimentos u organulos (reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi,
lisosomas, cloroplastos, mitocondria, peroxisomas, entre otros) resulta
esencial para comprender las funciones comunes y propias de la célula y, por
extension, del tejido u 6rgano en el que estd ubicada. El campo de estudio que
aborda estas cuestiones recibe el nombre de trafico intracelular de membranas.
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Las grandes rutas del trafico intracelular de membranas

El trafico intracelular de membranas es el proceso por el que los
lipidos y proteinas son enviados a los compartimentos de destino. De este
modo, se distinguen (Fig. 1):

Membrana
| Nmﬂm

Endosomas temprames
Endosomas tardios

Ly N (2)

Aparato de Golgi Lisosomas
Reticulo endoplasmsiricos

l' Huta secretora o biosintética
(2 Ruta endocitica
'3) Ruta de reciclaje

Fig.1. Esquema general de las distintas rutas intracelulares del trafico de membranas.

1. La ruta secretora, biosintética o exocitica. Es la ruta por la que los
componentes recién sintetizados son transportados desde el compartimiento de
sintesis o reticulo endoplasmatico (RE) hasta (a) otros organulos (aparato de
Golgi, lisosomas, cloroplastos, etc), (b) la membrana plasmatica, y (c) al
medio extracelular. Se distinguen dos tipos de secrecion:

1.1. La secrecion constitutiva. A medida que los lipidos y las proteinas son
sintetizados, se transportan y secretan sin pausa alguna hasta el destino final.
Esta secrecion tiene lugar en todas las células'.

' Como ejemplo de una proteina de secrecién constitutiva ver el articulo de Urefia &
Arribas (2000).
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1.2. La secrecion regulada. Solo tiene lugar cuando aparece una sefal
especifica, como la entrada de algunos iones (calcio) o como consecuencia de
la interaccidn entre una hormona y su receptor. Los productos susceptibles de
secrecion regulada, una vez sintetizados, se almacenan en unas estructuras
esféricas de membrana conocidas como vesiculas o granulos de secrecion (en
funcién del tamafio que tengan), a la espera de que aparezca la senal de
disparo de la secrecion. La secrecion regulada acontece en las células de
tejidos endocrinos (glandulas secretoras de hormonas) y exocrinos (pancreas
exocrino), los macrdofagos, algunos tipos de leucocitos y las neuronas.

2. La ruta endocitica. Es la ruta por la que componentes solubles y de
membrana entran en la célula. Esta ruta abarca a su vez:

2.1. La ruta de internalizacion mediada por un receptor. En este caso, las
moléculas exdgenas se unen a un receptor que generalmente se encuentra en la
membrana plasmatica, o bien en determinados casos se almacena en
compartimientos intracelulares localizados inmediatamente por debajo de la
superficie celular y a la que se incorporan rapida y sincronicamente cuando
llega una sefial especifica, como sucede, por ejemplo, con los receptores
GLUTA4 de la glucosa. Estos receptores se encuentran en un compartimiento
situado por debajo de la membrana plasmatica. Cuando suben los niveles de
glucosa en sangre, se produce la secrecion de insulina, que se une a su vez a
sus receptores presentes en la membrana plasmatica. Esta union dispara la
fusion de las vesiculas que contienen el receptor GLUT4 con la membrana
plasmatica, captando rapidamente la glucosa del medio extracelular. Acto
seguido, los receptores con la glucosa son internalizados y la glucosa se
desliga del receptor. Los receptores ya vacios, esperan el inicio de un nuevo
ciclo funcional, cuando aparezca otra vez la insulina en el medio extracelular.
El desacoplamiento en la secuencia de este proceso comporta la aparicion de
la diabetes mellitus independiente de insulina.

2.2. La pinocitosis. Es la via por la que se internalizan macromoléculas y
fluidos. Ademas, es el mecanismo empleado para el recambio constante de la
membrana plasmatica. En funcién del tipo celular, la membrana plasmatica se
renueva completamente cada 30-60 min.

2.3. La internalizacion mediada por caveolas. Es una ruta de internalizacion
que emplea unas vesiculas que contienen mayoritariamente una proteina
denominada caveolina. A través de estas vesiculas se captan las moléculas de
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pequeiio tamano y de naturaleza hidrofobica como el colesterol y el acido
folico y parecen estar implicadas en la sefializacion intracelular.

2.4. La fagocitosis. La fagocitosis es un tipo especializado de endocitosis por
el que se internalizan grandes particulas como virus, bacterias, parasitos
intracelulares y complejos inertes. Se encuentra so6lo en determinados tipos
celulares como los macréfagos y los neutroéfilos.

3. La ruta de reciclaje. Algunos componentes de membrana se internalizan,
pero una vez liberada la carga de union son devueltos a la membrana
plasmatica para volver a ejercer su funcion. Esta ruta la emplean la mayoria de
los receptores de membrana (por ejemplo, los receptores de factores troficos y
el receptor de la transferrina) y en realidad es una combinacion de la ruta
endocitica (internalizacion) y de la secretora (vuelta a la superficie celular).

El trafico secretor y endocitico estan muy equilibrados en cuanto a la
cantidad de membrana intracelular. Cualquier alteracion en este equilibrio
comporta anomalias que comprometen la supervivencia de la célula.

Viajando en tren por el interior de la célula

Detallaré a continuacion los distintos organulos y componentes
moleculares en el trafico de membranas, como si de un viaje en tren se tratase,
en el que los pasajeros representarian los lipidos y proteinas, los vagones
corresponderian a los intermediarios de transporte o vesiculas y las estaciones,
alos distintos organulos (reticulo endoplasmatico, los lisosomas, los
endosomas, la membrana plasmatica). Sin embargo, me extenderé con cierto
detalle en el compartimento que representaria la Estacion Central intracelular:
el complejo o aparato de Golgi.

El reticulo endoplasmatico como el hangar, factoria y cadena de
montaje de los trenes intracelulares

Lipidos y proteinas son sintetizados en el reticulo endoplasmatico
(RE), que estd formado por una red continua de cisternas aplanadas,
recubiertas de ribosomas y que se extiende por todo el citoplasma. Los
ribosomas son estructuras citoplasmaticas encargadas del proceso de
traduccion de proteinas a partir de los ARN mensajeros (ARNms) presentes
en el citoplasma, que a su vez provienen del nucleo una vez transcritos del
ADN. Los ARNms codifican las proteinas celulares, algunas de las cuales se
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situaran en el citoplasma y otras en elRE. De éstas Ultimas, unas
permaneceran solubles en el interior (o lumen) de las cisternas del RE y otras
se insertaran en la membrana del mismo. Las proteinas del RE equivaldrian a
los pasajeros que tienen asiento (proteinas de membrana) y los que
permanecen de pie (proteinas solubles o luminales). Del conjunto de proteinas
sintetizadas en el RE, unas residiran en organulos y otras seran secretadas al
exterior de la célula. Por consiguiente, las proteinas que pertenecen a otros
organulos que no sean el RE y las de secrecion deben transportarse a otras
estaciones intracelulares (aparato de Golgi, lisosomas, membrana plasmatica),
mientras que las proteinas residentes del RE deben retenerse. Hay que
mencionar que la mayoria de las proteinas sintetizadas en el RE son también
glicosiladas al mismo tiempo (proceso de N-glicosilacion; ver mas adelante).

Todas las proteinas presentan una estructura tridimensional. Para
adquirirla deben plegarse paulatinamente sobre si mismas. Solamente las
proteinas que se han plegado correctamente seran susceptibles de ser
transportadas. Este plegamiento puede tener lugar enforma espontinea, pero
suelen producirse errores que las incapacitan funcionalmente. Para
resolvereste problema, dentro del lumen del RE se encuentran unas proteinas
que ayudan a sus compaifieras en este ejercicio de contorsionismo molecular y
que son conocidas con el nombre de chaperonas. Las chaperonas facilitan el
plegamiento lento y ordenado de otras proteinas, asi como un correcto
ensamblaje cuando se componen de varias subunidades (Ellgaard et al., 1999).
Estos procesos post-traduccionales equivaldrian a que los viajeros (proteinas)
dejen las maletas, se quiten el abrigo, lean el periddico, etc. Sin embargo,
necesitan lo mas esencial: el billete. ;Qué es el billete? ;Cuales pasajeros
pueden viajar y cudles no? Intuitivamente, al igual que sucede en la vida
cotidiana, uno supone que para viajar hay que adquirir un billete pero...
sorprendentemente dentro de la célula, el viajar es para algunos gratis y para
otros no. Hasta hace poco tiempo se pensaba que no hacia falta ninguna senal
que determinase la salida de las proteinas solubles y de membrana (conocidas
genéricamente como "cargo") fuera del RE. Es la teoria de la "" (bulk-flow)
(Wieland et al.,, 1987). Sin embrago, datos experimentales recientes
demuestran que algunas proteinas si presentan una sefial de salida en el
extremo carboxilo y que consiste en dos aminodcidos fenilalanina (di-
fenilalanina) o, por lo menos, dos aminoacidos de naturaleza acida (Nishimura
& Balch, 1997). Mas claro es el caso de las sefiales que implican la retencion
de las proteinas propias o residentes del RE. Asi, tenemos los aminoacidos en
la posicion carboxilo-terminal (1) di-lisina o di-arginina para las proteinas de
membrana de tipo 1 y tipo II, respectivamente (Nilsson et al., 1989; Jackson et
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al., 1990; Schutze et al.,, 1994) y (2) lisina-asparragina-glutdmico-leucina
(KDEL —co6digo de una letra-) para las proteinas solubles (Munro & Pelham,
1987). En principio, todas las proteinas que no contengan esta sefial de
retencion podran salir del RE. El destino inmediato: el aparato o complejo de
Golgi. Sin embargo, antes de llegar al aparato de Golgi, hay que explicar
como y en qué vehiculo se realiza el transporte, ya que el RE y el aparato de
Golgi no estan fisicamente interconectados. Por lo tanto, se ven obligados a
utilizar unos intermediarios de membrana que son las vesiculas de transporte y
que vienen a representar los vagones del tren en que vamos a realizar nuestro
viaje intracelular.

Las vesiculas de transporte o como se forman y ensamblan los
distintos vagones intracelulares

Tanto las proteinas solubles como las de membrana que van a seguir la
ruta secretora, deben salir del RE camino al aparato de Golgi para ser
completadas en su estructura molecular (como por ejemplo, la glicosilacion y
la fosforilacion), empaquetadas y finalmente enviadas a sus respectivos
destinos.

La salida del RE es un proceso complejo, del que se conoce bastante
bien su maquinaria molecular. Hay que tener en cuenta que el volumen y la
extension del RE es muchisimo mayor que el volumen del aparato de Golgi.
Esto significa que las proteinas dentro del RE estdn diluidas y por
consiguiente deben concentrarse a lo largo de su viaje hasta el aparato de
Golgi. Esta concentracion se realiza de forma paralela al proceso de formacion
de vesiculas de transporte en determinados lugares del RE carentes de
ribosomas y conocidos como zonas de salida (exiting sites). Esto significa que
no todo el RE es susceptible de concentrar cargo y producir las vesiculas de
transporte. Siguiendo con nuestro simil, los vagones o trenes (las vesiculas)
solo se encuentran en los andenes (zonas de salida del RE).

Asociado al transporte tienen lugar dos hechos importantes: (1) la
carga del cargo en la vesicula y (2) la deformacion de la membrana en los
lugares de salida del RE para seguidamente desprenderse y formar la vesicula
de transporte. Siguiendo con nuestro simil, los pasajeros (proteinas y lipidos)
estan diseminados por toda la estacion hasta que se van agrupando
(concentrando) en el andén (zonas de salida del RE) conforme se acerca la
hora de salida del tren (conjunto de vesiculas de transporte).
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Fig. 2. Esquema del transporte intracelular entre el reticulo endoplasmatico y el aparato
de Golgi. El aparato de Golgi esta englobado por el reticulo endoplasmatico y se situa
alrededor de los centriolos. Entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi se
situan estructuras tubulo-vesiculares que forman el compartimento denominado ERGIC o
VTC (complejo de transporte vesiculo-tubular).

Las vesiculas de transporte que viajan desde el RE hasta el aparato de
Golgi presentan una serie de cubiertas (coats) formadas por complejos
multiprotéicos que al autoensamblarse deforman la membrana donadora para
formar las vesiculas de transporte. Son las vesiculas con cubiertas de tipo
COP (coat protein). Asi tenemos las de tipo COP I y las de tipo COP II (Kreis
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and Pepperkok, 1994). Hay que destacar que estas vesiculas actuan en tandem
(Nickel et al., 1998). Es decir, primero se forman vesiculas tipo COPII en el
reticulo endoplasmatico y luego las COP I en un compartimiento labil y
pleomorfico formado por estructuras tibulo-vesiculares (VTCs, vesicular-
tubular clusters) situado a medio camino entre el RE y el aparato de Golgi y
denominado  ERGIC  (endoplasmic  reticulum-Golgi  intermediate
compartment) (Fig. 2) (Hauri et al., 2000). En este compartimiento se produce
la concentracion de ciertas proteinas solubles destinadas a la secrecion
(Martinez-Menarguez et al., 1999).2

Hay otro tipo de cubierta conocida como clatrina. La clatrina esta
constituida por la asociacion de tres cadenas pesadas y tres ligeras que forman
unas unidades llamadas triskelion y que se ensamblan formando figuras
poliédricas a modo de red de canasta de baloncesto. Originariamente se
descubrieron en relacion con la endocitosis mediada por receptor y
posteriormente se han visto también en los procesos de salida de las proteinas
del aparato de Golgi destinadas a los lisosomas (Le Borgue & Hoflack, 1998).

Hay que tener en cuenta que la formacion de vesiculas es un proceso
que estd altamente regulado por otras moléculas, muchas de las cuales estan
directamente implicadas también en procesos de sefializacion intracelular
(Stow, 1995; De Camilli et al., 1996). Esto es importante porque permite a la
célula regular su trafico intracelular en funcién de lo que acontece o proviene
en un momento determinado del exterior. Seria equivalente a que en funcion
de terminados sucesos (espectaculos deportivos, politicos, musicales, etc.g) o
épocas del afio (temporadas alta, media y baja) se produce una mayor o menor
demanda para viajar. Para ajustarse a dicha demanda hay que regular o ajustar
el nimero de vagones o su capacidad y/o la frecuencia de paso de los trenes.
De este modo se evita que el trafico se colapse al no dar salida a las demandas
de membrana y/o de alguno de sus componentes, o bien que se infrautilice, lo
que comportaria un despilfarro de membrana y energia. Hay que tener en
cuenta que la formacion de vesiculas requiere energia.

? Para un mayor detalle sobre la maquinaria molecular implicada en el ensamblaje y
formacién de las vesiculas de transporte, dirigirse a revisiones especializadas (Rothman &
Wieland, 1996; Schekman y Orci, 1996; Wieland & Harter, 1999; Springer et al., 1999).
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El aparato de Golgi: la Estacion Central de distribucion del trafico
intracelular de membranas en células eucariotas

En la mayoria de las células animales no polarizadas, el aparato de
Golgi es un organulo muy dindmico y tnico (una sola copia). Estd compuesto
por una serie de pilas (stacks) formadas por cisternas muy aplanadas con unas
dilataciones laterales (rims). Estas pilas estdn interconectadas entre si por
tubulos y vesiculas (Rambourg y Clermont, 1990). El aparato de Golgi es el
organulo responsable de la mayor parte de las modificaciones que sufren los
lipidos y las proteinas una vez finalizada su sintesis en el RE (Driouch &
Staehelin, 1997; Farquhar & Palade, 1998). El mas abundante es el proceso de
glicosilacion que da lugar a los glicolipidos y a las glicoproteinas. En el
aparato de Golgi tienen lugar extensas modificaciones del bloque de azlcares
estandarizado que se ha afnadido a las proteinas conforme se sintetizaban en el
RE. También en el aparato de Golgi se producen procesos de fosforilacion que
son esenciales para el envio correcto de ciertas proteinas solubles al interior de
los lisosomas, procesos de sulfatacion de proteoglicanos y de ciertos
aminodcidos y por ultimo reacciones de proteolisis esenciales para la
activacion de ciertas hormonas.

En las células animales, el aparato de Golgi se localiza cerca del
nicleo y alrededor del centrosoma (Fig. 3A). El centrosoma es un organulo
citoplasmatico del que surgen los microtubulos. Englobando al aparato de
Golgi se situa el RE (Fig. 2) (Nota: en los libros de texto de Biologia Celular y
Molecular y en los de Bioquimica, sitGian el aparato de Golgi entre el RE y la
membrana plasmatica para de este modo hacer mas comprensible la secuencia
del transporte en la via secretora. Este esquema funciona bien didacticamente
pero no refleja la disposicion real intracelular en la célula no polarizada, lo
que facilmente induce a errores de interpretacion).

Tanto en células animales como vegetales, un stack de Golgi esta
constituido por las cisternas aplanadas (zona media) con una zona o cara de
entrada (cis) y otra de salida (trans) (Fig. 3B). Cada una de las caras est4 unida
a su respectiva red de estructuras tibulo-vesiculares: una de entrada o red
tubular cis del Golgi (cis-Golgi network, CGN) y la otra de salida o red
tubular trans del Golgi (trans-Golgi network, TGN) (Rambourg y Clermont,
1990) (Fig. 2). La morfologia del aparato de Golgi es un tanto variable en
funcion del tipo celular. Su tamafio suele estar en consonancia con la actividad
biosintética de la célula. De forma similar sucede con el tamafo de las
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estaciones centrales de ferrocarriles: mayores cuanto mayor es el trafico de
trenes que deben soportar.

Esta polaridad morfolégica del aparato de Golgi se traduce en una
polaridad funcional y un trafico vectorial en sentido de la ruta secretora hacia
la membrana plasmatica. A lo largo de este viaje, las proteinas y lipidos en
transito por el aparato de Golgi sufren una serie de modificaciones que se
suceden también de forma secuencial. Estas modificaciones secuenciales
vienen determinadas por la distinta composicion molecular, principalmente
por lo que se refiere a las enzimas de glicosilacion o glicosiltransferasas, las
cuales se localizan de forma mas o menos diferencial a lo largo de las
cisternas del aparato de Golgi (Roth, 1997; Varki, 1998). A diferencia de lo
que ocurre con las proteinas residentes en el RE, no se conocen con exactitud
las secuencias y/o los requisitos estructurales que contienen las
glicosiltransferasas para su retencion en el aparato de Golgi.

Ensamblaje y mantenimiento del aparato de Golgi en células
eucariotas. Modelos de transporte vesicular y de maduracién de
cisternas.

El aparato de Golgi estd compuesto también por una membrana. A
pesar de sufrir un intenso trafico de membranas, el aparato de Golgi
permanece constante en cuanto a tamafio y forma. Este hecho implica la
existencia de un delicado equilibrio dindmico de los flujos de membrana de
entrada y de salida. Hay que evitar que el aparato de Golgi ni se hipertrofie
convirtiéndose en un monstruo intracelular ni tampoco que se atrofie o incluso
desaparezca. Cualquiera de estas situaciones comprometeria la vida de la
célula. La integridad estructural del aparato de Golgi es pues el resultado del
equilibrio entre el trafico anterégrado y retrégrado (Fig. 2). El trafico
anterogrado viene definido por el fluyjo de membrana que entra y sale del
aparato de Golgi en direccion a la membrana plasmatica. El trafico retrégrado
se define como el flujo de membrana que pasando u originado en el aparato de
Golgi se dirige al RE. El trafico anterégrado es el que clasicamente
identificamos como el de la via secretora. El trafico retrégrado es el que
emplean las proteinas solubles y de membrana que se han escapado del RE
hacia el aparato de Golgi y que después son devueltos de nuevo al RE. Para
ello, emplean una serie de receptores que reconocen las secuencias de
retencion del reticulo (receptores de K(H)DEL; Lewis & Pelham, 1990) y que
ya se han mencionado anteriormente. El transporte retrégrado es también la
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ruta que emplean algunas toxinas (la toxina colérica) para llegar al RE y
ejercer después su efecto toxico. En este caso, estas proteinas una vez
internalizadas deben cruzar forzosamente el aparato de Golgi para llegar hasta
el RE (Sandvig et al., 1992).

Fig. 3. (A) El aparato de Golgi de las células de mamifero en cultivo visualizado con el
microscopio Optico de fluorescencia empleando anticuerpos contra una de sus proteinas
residentes (la manosidasa II). Se observa que el aparato de Golgi presenta una morfologia
reticular y extendida alrededor del nicleo de la célula. (B) El aparato de Golgi visualizado
con el microscopio electronico de transmision (B). El aparato de Golgi (g) esta formado
por una pila de cisternas planas. Se observa también que el aparato de Golgi esta rodeado
de cisternas del reticulo endoplasmatico (re). Las flechas indican algunas vesiculas de
transporte que contienen la cubierta COPI. n, ntcleo; 1, lisosoma.

Sin embargo, (quién determina y/o regula la especificidad o fidelidad
del trafico tanto anterogrado como retrogrado? En otras palabras, ;quién o
quiénes actian de semaforo, de cambios de aguja o autorizan la entrada y
salida de trenes de nuestra estacion central intracelular? Parece ser que la
especificidad en el reconocimiento y en la fusiéon de membranas radica en la
interaccion molecular de una serie de complejos multiprotéicos y que han
originado la hipotesis SNARE del transporte vesicular (Rothman y Warren,
1994). Segun este modelo, se produce la interaccion especifica de un grupo
constante de componentes proteicos como son las proteinas NSF (proteina de
fusion sensible a NEM), SNAPs (proteinas solubles de unién a la NSF) y
SNARESs (proteinas receptoras de SNAPs). Estas SNARESs estarian presentes
tanto en la membrana donadora (VSNARE), por ejemplo en una vesicula de
transporte, como en la membrana aceptora (tSNARE), por ejemplo una
cisterna del aparato de Golgi o la membrana plasmatica. La interaccion entre
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Fig. 4. Esquema general de los dos modelos de transporte intracelular: el modelo vesicular
(A) y el de maduracion de cisternas (B). Para mas detalles ver el texto. Modificado a partir
de Glick y Malhotra (1998).

vSNARE y una tSNARE seria tnica y aseguraria la especificidad de la fusion.
Se han identificado hasta la fecha numerosas proteinas SNAREs especificas
para determinados compartimentos. Siguiendo con nuestro simil, las SNAREs
actuarian como los cambios de aguja que desvian cada tren a su
correspondiente andén. Sin embargo, experimentalmente se ha visto que las
SNAREs no son totalmente especificas y se verian ayudadas en su
especificidad por otras proteinas llamadas Rab (Novick y Zerial, 1997). Las
proteinas Rab se anclan a las membranas cuando se activan por unidén al
nucleotido GTP. Para cada compartimiento intracelular se ha identificado una
proteina Rab especifica. Estas vendrian a representar los semaforos
intracelulares que evitarian tanto las colisiones de trenes que ocurririan
durante los cambios de vias camino a los andenes asi como los errores de
ubicacion de los trenes en los andenes. Evidentemente, hay otros componentes
reguladores menores pero que se escapan del &mbito de este articulo.

Tanto el transporte anterogrado como el retrogrado tendrian como
intermediarios de membrana a las vesiculas (Rothman, 1994) (Fig. 4A). Estas
estructuras de membrana suelen tener un tamafio de unos 60-80 nm y su
especificidad y fidelidad en el transporte vendrian determinadas
principalmente por las proteinas SNARE y Rab. El modelo vesicular funciona
muy bien para explicar el transporte de la mayoria de proteinas y lipidos, ya
que se ajustan bien al tamafio de la vesicula. Ademads, la relacion
volumen/superficie es alta, con lo que la capacidad de carga es muy elevada.
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Sin embargo, la célula también sintetiza y transporta al exterior moléculas o
complejos protéicos de gran tamano. Por ejemplo, las escamas de ciertas
algas, el procolageno sintetizado por los fibroblastos, o los complejos
multiprotéicos entre la apoproteina E y la albumina en el hepatocito jtodos son
demasiado grandes para caber en el interior de las vesiculas! En estos casos se
piensa en un modelo alternativo conocido como el de maduracion de cisternas
(Fig. 4B) (Mironov et al., 1997; Glick y Malhotra, 1998). Este modelo postula
que se formaria una cisterna en la parte cis del aparato de Golgi por la
continua fusion de los VTCs procedentes del RE. De esta fusion resultaria la
cisterna mas cis del aparato de Golgi. El posterior transporte hasta la
membrana plasmatica tendria lugar gracias al progresivo movimiento de las
cisternas en direccion a la parte trans del aparato de Golgi. Segun este
modelo, las proteinas transportadas no saldrian nunca del interior de las
cisternas y las proteinas residentes del aparato de Golgi (las
glicosiltransferasas) saldrian de las cisternas conforme éstas van madurando,
transportandose retrogradamente de forma wvesicular a la cisterna
inmediatamente anterior. Finalmente, ya en la parte mas trans del aparato de
Golgi (el TGN), la cisterna “madura” se transportaria como tal o bien se
romperia formando tibulos, para finalmente fusionarse con la membrana
plasmatica.

Un modelo muy utilizado para el estudio de la maquinaria molecular
responsable del ensamblaje y desensamblaje del aparato de Golgi es la mitosis
(Warren & Malhotra, 1998). La mitosis es el proceso por el cual las células se
dividen dando origen a las células hijas. Consecuentemente, éstas reciben una
copia de todo lo que contiene la célula madre: el material genético
(cromosomas) y los distintos organulos. Durante el proceso mitético, el
aparato de Golgi se fragmenta, dispersandose por el citoplasma,
distribuyéndose equitativamente estos fragmentos de Golgi a cada célula hija.
Al final de la mitosis, estos fragmentos se vuelven a ensamblar y forman un
unico aparato de Golgi con la clasica morfologia reticular y situado alrededor
del centrosoma (Fig. 3A; 6A) (Lowe et al., 1998). Sin embargo, hay que
destacar que la fragmentacion del aparato de Golgi asociada a la mitosis solo
acontece en las células de mamiferos. En otros eucariotas como las levaduras
(el otro gran modelo de estudio de la maquinaria molecular implicada en el
trafico intracelular de membranas; Duden & Schekman, 1997), en insectos
como Drosophila (Stanley et al., 1997), y en las células vegetales (Driouich &
Staehelin, 1997), el aparato de Golgi no se fragmenta .
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Fig. 5. El citoesqueleto en las células eucariotas. (A) La red de microtubulos visualizada
empleando anticuerpos contra la [I-tubulina. (B) El citoesqueleto de actina (fibras de
estrés) visualizado empleando la toxina faloidina.

Vias de alta y baja velocidad en el transporte intracelular: el
citoesqueleto y su relacion con el aparato de Golgi

Hemos visto hasta ahora que el trafico intracelular entre los distintos
compartimentos subcelulares estd mediado principalmente por vesiculas.
Estos sucesos de transporte implican ciclos de seleccion del cargo en
dominios de membrana especificos de los distintos organulos, seguidos a
continuacion por el envio y posterior fusion de la vesicula con la membrana
del compartimiento receptor. Hemos descrito la maquinaria molecular que
regula estos procesos (proteinas de cubierta COPI, COPII; SNARE:s, rabs)
pero existen también unas moléculas mas de tipo estructural que establecen y
mantienen la forma de los compartimentos, que retienen los organulos en un
determinado lugar dentro de la célula y/o permiten que las vesiculas se unan y
muevan a lo largo de ciertas estructuras para alcanzar sus destinos
intracelulares. Siguiendo con nuestro simil, vamos a continuacién a hablar
sobre motores, ruedas y vias de tren.

Todas las células contienen un citoesqueleto que organiza y determina
en cierto modo la localizacion de los organulos y mantiene la forma celular.
Este citoesqueleto estd compuesto por los microtibulos (Fig. 5A), los
filamentos intermedios y los microfilamentos de actina (Fig. 5B).
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Los microtubulos (Fig. 5A) son estructuras lineales compuestas por
unidades de tubulina que irradian hacia la periferia de la célula desde los
centriolos o centro organizador de los microtibulos (MTOC). Tal como he
mencionado anteriormente, el aparato de Golgi se sitia alrededor de los
centriolos. Esta disposicion permite centralizar en el aparato de Golgi el flujo
de membrana que se origina en el RE (Fig. 2) (Cole y Lippincott-Schwartz,
1995). El aparato de Golgi se encuentra asociado al citoesqueleto (Kreis et al.,
1997). Los agentes que alteran la estructura de los microtubulos y
microfilamentos también alteran la integridad y localizacion del aparato de
Golgi (Fig. 6). En particular, la desintegracion de los microtibulos comporta
la fragmentacion del aparato de Golgi en pequefios trozos o ministacks que se
dispersan por todo el citoplasma (Fig. 6B). Tanto el aparato de Golgi como las
vesiculas de transporte, interaccionan indirectamente con los microtubulos a
través de unas proteinas que tienen la capacidad de moverse y que se conocen
como las dineinas y las quinesinas. Estas proteinas transforman la energia del
ATP en movimiento en una determinada direccion. Por eso se las conoce
como proteinas motoras (Allan, 1996). En células no polarizadas, la dineina
(dynein) permite el movimiento hacia el centrosoma, mientras que la
quinesina (kinesin) lo hace hacia la membrana plasmatica (Lane & Allan,
1998). Siguiendo con nuestro simil, estas proteinas representarian las ruedas
motrices de los vagones (vesiculas) que se mueven sobre los railes
(microtabulos). Las vesiculas de transporte que emplean los microtibulos
viajan de una forma directa y rapida a su lugar de destino, por lo que los
microtubulos representarian las vias de alta velocidad intracelulares. No
obstante, hay que tener en cuenta que el aparato de Golgi sigue unido a los
microtibulos cuando la funcion motora no esta activada, por lo que debe
haber una tipo de moléculas que permitan la uniéon permanente del aparato de
Golgi al citoesqueleto de microtubulos (Infante et al., 1999). Es posible que
estas moléculas actiien a modo de frenos del movimiento de los organulos en
general y del aparato de Golgi en particular. Por otro lado, el aparato de Golgi
también interacciona con los microfilamentos de actina (Valderrama et al.,
1998, 2000). Al igual que con los microtibulos, los microfilamentos estan
compuestos por unidades de actina globular (G-actina) que tienen la capacidad
de ensamblarse formando filamentos (F-actina; Fig. 5B) pero con un didmetro
inferior al de los microtubulos. Los microfilamentos son también estructuras
lineales, pero mucho mas cortas y ramificadas. De este modo forman una
densa red citoplasmatica. El citoesqueleto de actina es también una estructura
sobre la que recae la capacidad de movimiento de las células. La rotura de los
microfilamentos de actina comporta la compactacion del aparato de Golgi
(Fig. 6C).
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Fig. 6. La localizacion subcelular y la morfologia del aparato de Golgi (A) dependen del
citoesqueleto. La rotura de los microtubulos empleando nocodazole (noc) comporta la
fragmentacion del aparato de Golgi y su dispersion por todo el citoplasma (B). La rotura
del citoesqueleto de actina por la citocalasina D (cyD) comporta sin embargo su
compactacion (C).

Los microfilamentos tienen también unas proteinas motoras asociadas
denominadas miosinas (myosins; Sellers, 1999). La velocidad de transporte de
las vesiculas a través de los microfilamentos es sensiblemente inferior a la que
acontece sobre los microtibulos por lo que los microfilamentos de actina
equivaldrian a las vias de baja velocidad intracelular. Sin embargo, la
disposicion reticular de los microfilamentos permitiria que las vesiculas
pudiesen llegar a todos los rincones de la célula. Vendrian a cubrir aquellas
rutas de cercanias en donde prevalece la accesibilidad de las distancias cortas
con numerosas paradas intermedias frente a la alta velocidad requerida para
las largas distancias.

Por tultimo, en el aparato de Golgi también se encuentran otros
componentes estructurales como ciertas isoformas de la espectrina (spectrin) y
la anquirina (ankyrin) (Holleran y Holzbaur, 1998), las que, se supone
actuarian a modo de los andamiajes de las construcciones arquitectonicas. El
citoesqueleto basado en la espectrina estd muy estudiado en los hematies y es
el responsable de su flexibilidad y deformabilidad a su paso por los estrechos
capilares de la microcirculacion sanguinea. Se desconoce, sin embargo, su
papel en el aparato de Golgi, pero podrian estar mas implicadas en la
configuracion aplanada de las cisternas que sobre el transporte intracelular.
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APENDICE

¢Es el aparato de Golgi un organulo dependiente o independiente del
reticulo endoplasmatico?

Estamos en una €poca en la que cualquier aspecto, tanto morfoldgico
como funcional, que haga referencia al aparato de Golgi, conlleva una viva y
larga discusion. Hasta ahora se entendia (y asi se ha enfocado esta revision)
que el aparato de Golgi mantenia un equilibrio dindmico con y era
dependiente del RE. Sin embargo, han aparecido recientemente un par de
trabajos que postulan que no es este el caso. si no mas bien, que el aparato de
Golgi seria un organulo independiente. Si asumimos que la formacion y la
fisiologia del aparato de Golgi es dependiente del RE, se podria entonces
restituir un aparato de Golgi funcional a partir del RE. Mediante técnicas de
microcirugia, Pelletier et al. (2000) obtuvieron fragmentos del cuerpo celular
que so6lo contenian membranas del RE. Observaron que estos fragmentos
subcelulares eran capaces de sintetizar y transportar proteinas fuera del RE.
Sin embargo, estas proteinas no se secretaban, pero permanecian retenidas en
las zonas de salida del RE como consecuencia de la ausencia del aparato de
Golgi en estos fragmentos subcelulares. Para saber si el RE resulta necesario o
no para formar el aparato de Golgi, Seemann et al. (2000) trataron células con
una droga (brefeldina A), que induce de forma reversible la redistribucion de
las glicosiltransferasas del aparato de Golgi en el RE. Observaron que al
retirar la brefeldina A del medio de cultivo (y tedricamente se permite la
reconstitucion del aparato de Golgi) en células que expresaban la proteina
mutada Sarl (proteina esencial para la formacion de vesiculas COPII y por
consiguiente para el transporte desde el RE hasta el Golgi) reaparecia una
estructura similar al aparato de Golgi que contenia unas proteinas estructurales
(matrix proteins) pero que en cambio carecia de las glicosiltransferasas, las
cuales seguian retenidas en el RE al estar su salida como consecuencia de
bloqueo ejercido por el mutante de Sarl. Estos experimentos sugieren que el
RE ni es necesario ni suficiente para la formacion y funcionalidad del aparato
de Golgi, lo que sugiere que actuia como un organulo independiente del RE
(Kumplerman, 2000). A continuacién, surgen inmediatamente nuevos
modelos para explicar el transporte a lo largo de la via secretora y dentro del
aparato de Golgi (Pelham y Rothman, 2000; Stephens and Pepperkok, 2001).

Hace ahora poco mas de un siglo que fue descubierto el aparato de
Golgi (Golgi, 1989). En los tltimos 20 afios, el campo del trafico intracelular
de membranas ha sufrido espectaculares avances hacia la identificacion de su
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maquinaria molecular. Se han descubierto las proteinas responsables de los
procesos de fusion, fision y gemacion de membranas, dando lugar a modelos
que explican como sus componentes se ensamblan y funcionan. Sin embargo,
existen pocos datos de como acontece el transporte in vivo. La aparicion y
desarrollo de proteinas quiméricas con GFP (green fluorescent protein;
proteina verde fluorescente) y de técnicas microscopicas de alta resolucion
aportaran sin duda nueva informacion sobre la fisiologia de este proceso
(Lippincott-Schwartz et al., 1998; Polishchuck et al., 2000; Keller et al.,
2001). Confiemos en no tener que esperar otro siglo para entender
completamente la compleja y dinamica fisiologia de este misterioso y a la vez
fascinante organulo.
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Punteros de Interés

Citoesqueleto

1. La actina durante el movimiento celular. Laboratory de TM Terry
(Universidad de Connecticut, Storrs)
http://cmgm.stanford.edu/theriot/movies.htm

2. La actina durante el proceso de endocitosis (Joel Swanson, Univ. Michigan,
Ann Harbor, USA)

http://www.umich.edu/~jswanlab/Movies/movies.html

3. Imégenes de fagocitosis en
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http://www.umich.edu/~jswanlab/Images/images.html.

4. Dinamica de microtubulos durante los procesos de mitosis, motilidad
celular y trafico de membrana ( Salmon Lab Movies)
http://www.unc.edu/depts/salmlab/salmonlabmovies.html

Motores

1. Motores moleculares (Molecular Motors Group at the University of York,
UK)

http://motility.york.ac.uk:85/

2. Superfamilia de las kinesinas (Laboratorio de N. Hirokawa, Tokyo, Japon)
http://cb.m.u-tokyo.ac.jp/

3. Pagina Web del laboratorio de Ron Vale sobre motores moleculares
http://cmp.ucsf.edu/valelab/

4. Movimiento de la kinesina a lo largo de un microtubulo
http://math.1bl.gov/~hwang/animation/walk9.mpeg
http://www.bio.brandeis.edu/~gelles/kamppnp/index.html

5. Miosina
http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/myosin/myosin.html

6. Miosina II durante la division y la migracion celular
http://www.stc.cmu.edu/CLMIBhp/Imggallpg/

7. La fuerza generada por la miosina II sobre el microfilamento de actina
http://cmgm.stanford.edu/~wshih/gif.html

8. Imagenes del transporte de vesiculas a lo largo de los microtibulos y
microfilamentos en el axon gigante de calamar (Laboratory de M. Langford)
http://www.dartmouth.edu/~langford/

9. Microtibulos y microfilamentos en la motilidad celular, crecimiento
axonal, los melanoforos (Laboratorio de G. Borisy)
http://borisy.bocklabs.wisc.edu/pages/movies.html

10. Lista completa de laboratorios que trabajan sobre el citoesqueleto
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http://vl.bwh.harvard.edu/labs.shtml#cytoskeleton

El complejo de Golgi y tréfico intracelular
1. El complejo de Golgi en Plantas
http://cs3.brookes.ac.uk/schools/bms/research/molcell/hawes/gfp/gfp.html

2. Pégina del laboratorio de Viki Allan sobre motores en la interfase
reticulo/Golgi
http://www.biomed2.man.ac.uk/allan/

3. Imégenes del laboratorio de Jennifer Lippincott-Schwartz sobre trafico
intracelular empleando proteinas quiméricas unidas a GFP
http://dir.nichd.nih.gov/CBMB/uobhome.htm
http://dir.nichd.nih.gov/cbmb/pb1labob.html

4. Imagenes obtenidas en el laboratorio de Graham Warren sobre el complejo
de Golgi durante la mitosis en células animales
http://info.med.yale.edu/cellbio/Warren.html

5. Pagina de Derek Toomre sobre el transporte intracelular "in vivo"
http://www.livingroomcell.com/

6. Pagina del Grupo de Rainer Pepperkok sobre la via secretora y la
biogénesis de organulos
http://www.embl-heidelberg.de/Externallnfo/pepperko/index.html
http://www.rpi.edu/~plourj/cellbiol/er-golgi.htm

7. Pagina del laboratorio de Bruno Goud sobre los mecanismos moleculares
implicados en el transporte intracelular
http://www.curie.fr/sr/cdrom/equipes/goude.htm

5. Pagina del laboratorio de Kai Simons sobre los mecanismos moleculares
implicados en el transporte intracelular pero en celulas polarizadas, y
mecanismos de segregacion en la parte trans del aparato de Golgi
http://www.mpi-cbg.de/content.php3?lang=en&aktID=simons
http://www.embl-heidelberg.de/ExtrenalInfo/simons/movies.html

6. Pagina del grupo de Felix Wieland sobre los componentes moleculares
implicados en la formacion de vesiculos con cubierta COPI
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http://www.uni-heidelberg.de/zentral/bzh/wieland.html

7. Organizacion tridimensional del aparto de Golgi
http://bio3d.colorado.edu/

8. Endocitosis mediada por clatrina
http://www.hms.harvard.edu/news/clathrin/index.html

9. Citoesqueleto y trafico intracelular en el laboratorio del difunto Thomas
Kreis
http://www.unige.ch/keris-lab/FP/FP_Video.html

Miscelanea

1. Pagina de alerta general para Bidlogos Celulares (P. Lafont)
http://www.unige.ch/sciences/biochimie/Lafont/WA CB.html
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