Micrografia de fluorescencia de la bacteria Listeria monocytogenes. La bacteria (en rojo) se desplaza induciendo la
formacion de filamentos de actina (en verde) en el citosol de las células huésped. Las regiones en las que se superpone
la fluorescencia verde y la roja aparecen de color amarillo. (Por cortesia de Tim Mitchison y Julie Theriot.)




El citoesqueleto

La capacidad de las células eucariotas de adoptar una gran variedad de formas y
llevar a cabo movimientos direccionales y coordinados depende de una red muy
compleja de filamentos proteicos que se extienden a través del citoplasma (Figu-
ra 16-1). Esta red recibe el nombre de citoesqueleto, aunque, a diferencia del
esqueleto 6seo, es una estructura sumamente dindmica que se reorganiza con-
tinuamente mientras la célula cambia de forma, se divide, y responde a su en-
torno.

De hecho, el citoesqueleto podria llamarse también “citomusculatura” ya
que es el responsable directo de movimientos tales como el deslizamiento de las
células sobre un substrato, la contraccién muscular, y todos los cambios de for-
ma que ocurren durante el desarrollo embrionario de los vertebrados; también
proporciona la maquinaria para los movimientos intracelulares, tales como el
transporte de los organulos desde un lugar a otro del citoplasma y la segregacion
de los cromosomas durante la mitosis. Las bacterias carecen, aparentemente, de
citoesqueleto, por lo que podria haber sido un factor decisivo en la evolucion de
las células eucariotas.

Las diversas actividades del citoesqueleto dependen de tres tipos de fila-
mentos proteicos ~los filamentos de actina, los microtiibulos y los filamentos in-
termedios. Cada tipo de filamento estd formado por una subunidad proteica dis-
tinta: actina para los filamentos de actina, tubulina para los microtubulos, y una
familia de proteinas fibrosas relacionadas, tales como vimentina o laminas, para
los filamentos intermedios.

La actina y la tubulina han sido altamente conservadas a lo largo de la evo-
lucién de los eucariotas; sus filamentos proteicos se unen a una gran variedad de
proteinas accesorias, las cuales capacitan al mismo filamento para participar en
distintas funciones en regiones diferentes de la célula.

Empezaremos este capitulo con una introduccidon sobre los tres principales
tipos de filamentos del citoesqueleto e ilustrando algunos de los principios ge-
nerales que rigen su funcionamiento.

Después de ello, consideraremos cada tipo de filamento por separado: en
primer lugar, los filamentos intermedios, cuya estructura a modo de cuerda pa-
rece tener la funcién relativamente simple de proveer a las células de fuerza me-
cdnica; en segundo lugar, los microtiibulos, los cuales se consideran los organi-
zadores primarios del citoesqueleto; y finalmente, los filamentos de actina, que
son esenciales para muchos de los movimientos celulares, especialmente los
que se llevan a cabo en la superficie celular.

10 pm

Figura 16-1 El citoesqueleto. Célula
en cultivo fijada y marcada con el azul
de Coomassie, colorante especifico de
proteinas. Podemos observar la gran
variedad de estructuras filamentosas
que se extienden a través de la célula.
(Por cortesia de Colin Smith.)
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La naturaleza del citoesqueleto

Una célula eucariota dispone de miles de millones de moléculas proteicas, las
cuales constituyen cerca del 60% de su peso seco. Se cree que una célula indivi-
dual de un vertebrado tiene aproximadamente 10 000 tipos de proteinas distin-
tas, la mayorfa de las cuales se encuentran organizadas en el espacio. Encontra-
mos esta organizacién a distintos niveles. En todas las células, las proteinas
forman complejos funcionales, la mayoria de los cuales estdn formados quizds
por 5 a 10 proteinas, aunque otros complejos pueden ser tan grandes o incluso
mds que los ribosomas. El siguiente nivel de organizacién incluye la disposicion
de proteinas localizadas funcionalmente en la misma membrana o en el mismo
compartimiento acuoso de un organulo limitado por una membrana, como por
ejemplo el niicleo, las mitocondrias o el complejo de Golgi. El citoesqueleto es el
encargado de crear y mantener un nivel de organizacién todavia mds elevado.
Convierte la célula viva en una cosa muy parecida a una ciudad, con servicios
especializados concentrados en dreas distintas pero totalmente interconectados
mediante vias de comunicacién. En esta seccion, revisaremos algunas de las es-
trategias bdsicas que capacitan al citoesqueleto para controlar la localizacién de
los complejos proteicos y los organulos asi como para crear las vias de comuni-
cacién entre ellos.

El citoplasma de una célula eucariota estd organizado
espacialmente por los filamentos de actina, los microtiibulos
y los filamentos intermedios’

:De qué formas una célula eucariota, de didmetro de 10 pm o mads, puede estar
espacialmente organizada por moléculas de proteina del citoesqueleto que son
claramente mds pequefias (unas 2000 veces mds pequenas en dimensiones linea-
les)? La respuesta radica en la polimerizacién. En cada uno de los tres principa-
les tipos de proteinas de citoesqueleto, miles de moléculas proteicas idénticas se
ensamblan formando un filamento lineal, que puede ser lo suficientemente lar-
go como para ir de un lado de la célula hasta el lado opuesto. Estos filamentos
conectan complejos proteicos y orgdanulos de regiones distintas de la célula y ac-
tian a modo de railes para el transporte entre ellos. Ademads, forman el soporte
mecdnico, que es especialmente importante en las células animales, las cuales
no disponen de rigidas paredes celulares externas. El citoesqueleto forma una
armazon interno que mantiene todo el volumen citoplasmatico, de igual modo
como el esqueleto formado por vigas contribuye a mantener un edificio.

Resulta sencillo determinar como aparecen los filamentos durante la evolu-
cion: cualquier proteina que disponga en su superficie de pares orientados de
lugares de autounién complementarios puede formar un largo filamento heli-
coidal (véase pag. 131). Cada uno de los tres tipos principales de filamentos pro-
teicos que forman el citoesqueleto es un polimero helicoidal que tiene una dis-
posicion diferente en la célula y una funcién distinta (Figura 16-2). Sin embargo,
los tres tipos de filamentos, por si mismos, no pueden ser responsables ni de la
forma ni de la longitud de la célula. Sus funciones dependen de un gran séquito
de proteinas accesorias que unen los filamentos a otros filamentos y a otros
componentes celulares. Las proteinas accesorias son esenciales para el control
del ensamblaje de los filamentos proteicos en lugares particulares, y proporcio-
nan los motores que, o bien mueven los orgdnulos a lo largo de los filamentos, o
bien mueven los filamentos unos respecto a otros.

La dindmica de los microttibulos emana del centrosoma?

Los microtiibulos son estructuras polares: un extremo (el extremo mds) es capaz
de crecer a gran velocidad mientras que el otro extremo (el extremo menos) tiene
tendencia a perder subunidades si no estd estabilizado. En la mayoria de células,
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FILAMENTOS DE ACTINA

Los filamentos de actina (también conocidos como microfilamentos)
son polimeros helicoidales, enroscados de dos en dos, de la proteina
actina. Aparecen como estructuras flexibles, con un didmetro de 5 a

9 nm, que estan organizadas en una gran variedad de haces, de redes
bidimensionales y de geles tridimensionales. Aungue los filamentos de
actina estan dispersos por el citoplasma de la célula, estdn altamente
concentrados en el cortex, justo por debajo de la membrana plasmatica.

25 nm

MICROTUBULOS

Los microtubulos son cilindros largos y huecos formados por una
proteina tubulina. Su didmetro externo es de 25 nm y son mucho mas
rigidos que los filamentos de actina. Los microtibulos son largos y
rectos y tipicamente disponen de un extremo unido a un centro
organizador de microtubulos (MTOC, de microtubule organizing center)
llamado centrosoma tal como puede observarse en la imagen.

YT S

i

25 nm

FILAMENTOS INTERMEDIOS

Los filamentos intermedios son estructuras parecidas a cuerdas, de un
didmetro de aproximadamente 10 nm; estan formados por las proteinas
de los filamentos intermedios, que constituyen una gran familia
heterogénea de proteinas. Uno de los tipos de filamentos intermedios
forma una red llamada lamina nuclear que se localiza debajo de la
membrana nuclear interna. Otros filamentos intermedios se extienden a
lo largo del citoplasma proporcionando a las células resistencia
mecanica y sosteniendo la tensién mecénica de los tejidos epiteliales
mediante la unién de los citoplasmas de las células vecinas a través de
las uniones celulares.

el extremo menos de los microtiibulos esta estabilizado mediante la unién a una Figura 16-2 Los tres tipos de
estructura que recibe el nombre de centrosoma, y los extremos con crecimien-  fjlamentos proteicos que constituyen
to rdpido estdn entonces libres para anadir moléculas de tubulina (Figura 16-3). el citoesqueleto. Se muestra una
El centrosoma suele estar localizado cerca del niicleo, en la zona central de la  electronmicrografia de cada tipo de
célula. filamento y un diagrama esquematico
En un momento determinado, centenares de microtibulos crecen a partir  de como estdn formados a partir de
de un centrosoma, alargdndose muchas micras, con su “extremo mds” dirigido ~ subunidades. También puede
hacia la periferia celular. Cada uno de estos microtiibulos es una estructura di- ~ ©observarse esquemdticamente la
ndmica que tanto puede acortarse como alargarse: después de unos minutos de  distribucion de cada filamento en un
crecimiento durante los cuales se produce la adicién de subunidades, su extre-  'P0 de célulaepitelial. Los colores
mo mds puede sufrir una repentina transicion que implica una pérdida de tales u:ﬂ:zadc:s pf.a,cada tllpo fe gl?mer};{:fe
subunidades, tzle forma que la longitud del microtiibulo disminuye rapidamente ?mzzﬂ cf;;lralf{;:se;efiofglzmgnﬁ?de £
y puede llegar _mduso a desaparecer. : actina, de los microtiibulos y de los
La red microtubular que emerge a partir del centrosoma estd enviando  flamentos intermedios por cortesia de
constantemente nuevos microtiibulos que reemplazan a los viejos que se han  Roger Craig, Richard Wade y Roy

despolimerizado (Figura 16-4). Quinlan, respectivamente.)
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Figura 16-3 Un centrosoma con microtiibulos adheridos. Como hemos
indicado, el extremo menos, de crecimiento lento, de cada microtiibulo se
encuentra inmerso en la matriz del centrosoma (verde claro) que rodea a un
par de estructuras que reciben el nombre de centriolos. Esta matriz colabora
en la determinacién del niimero de microtiibulos de una célula mediante la
nucleacién del crecimiento de los microtiibulos de nueva formacién.

La red microtubular puede encontrar el centro de la célula3

;Qué es lo que determina que las hileras de microtiibulos tengan una posicién
determinada en la célula? Experimentos en los cuales se utilizan células pigmen-
tarias aisladas a partir de las escamas de peces han proporcionado datos muy
importantes: en la célula existen grandes células alargadas que contienen granu-
los llenos de pigmento. Los granulos, que pueden ser marrén oscuro, amarillos,
rojos, o iridiscentes, dependiendo de la especie, estan unidos a los microtiibulos
y pueden agregarse en el centro de la célula o dispersarse a través del citoplas-
ma. El movimiento de los grdnulos de pigmento se produce a lo largo de los mi-
crottibulos y puede ser controlado por el pez; de esta forma pueden cambiar el
color de su piel. En una célula pigmentaria mantenida en cultivo, el movimiento
puede ser controlado convenientemente mediante la aplicacién de hormonas u
otros reactivos, que hacen variar las concentraciones de AMP ciclico del citosol:
un incremento de la concentraciéon de AMP ciclico provoca la dispersién de los
granulos, mientras que una disminucién implica una agregacién de los mismos.
Los grdanulos de pigmento pueden ser utilizados como marcadores de la disposi-
cién de los microtibulos en la célula (Figura 16-5).

Si cortamos, con una aguja, una porcién de una célula pigmentaria, el frag-
mento celular restante puede sobrevivir durante largos periodos de tiempo in-
cluso aunque desaparezca su niicleo. Si realizamos la misma operacién cuando
los granulos pigmentarios se encuentran dispersos por el citoplasma, algunos de
estos granulos quedan atrapados en el fragmento celular. Si, inmediatamente
después de la operacién inducimos una agregacién de los granulos de pigmento
en este fragmento celular mediante tratamientos hormonales, éstos se mueven
hacia el lugar donde se ha producido el corte. Pero si esta agregacién se induce 4
horas después de la operacién, los granulos en vez de moverse hacia la zona
donde se ha producido la lesién, se mueven exactamente hacia el centro del
fragmento celular. Investigaciones posteriores muestran que este cambio impli-
ca una redistribucién importante de los microtiibulos dentro del fragmento, de
forma que ahora su extremo menos se encuentra en el centro del fragmento,
como si estuvieran en el centro de una célula intacta. En efecto, el fragmento ce-
lular aislado se ha convertido en una minicélula respecto a la organizacién de
sus microttibulos; los microtiibulos se han reorganizado alrededor de un nuevo
centro organizador de microtiibulos (Figura 16-6).
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Figura 16-4 Crecimientoy
acortamiento de un haz de
microtiibulos. El haz de microtiibulos
anclados en un centrosoma estd en
cambio continuo, mientras los nuevos
microtibulos crecen (flechas rojas) y
los microtiibulos antiguos se acortan
(flechas azules).
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Figura 16-5 Células pigmentarias de peces. Estas células gigantes, responsables de los cambios de coloracién de
algunas especies de peces, disponen de grandes granulos de pigmento (marrdn), los cuales pueden cambiar su
localizacién en respuesta a estimulos neuronales u hormonales. (A) Visién esquematica de una célula pigmentaria, que
muestra la dispersién y la agregacién de los granulos de pigmento, que se producen a lo largo de los microtibulos.

(B) Electronmicrografia de barrido de una célula pigmentaria después de una breve exposicion a un detergente. La
membrana plasmatica y el contenido soluble del citoplasma han sido eliminados y pueden observarse los haces de
microtiibulos asi como los grdnulos de pigmento asociados. (C y D) Imdgenes en campo claro de la misma célula en una
escama de un pez ciclido africano, que muestra sus granulos de pigmento dispersos por el citoplasma o agregados en el
centro de la célula. (E) Una imagen de inmunofluorescencia de otra célula del mismo ejemplar marcada con anticuerpos
contra tubulina, que muestra largos haces de microtiibulos paralelos extendiéndose a partir del centrosoma hacia la
periferia celular. (B, de M.A. McNiven and K.R. Porter, J. Cell Biol. 103:1547-1555), 1986, reproducida con permiso de
copyright de The Rockefeller University Press; C, D, y E, por'cortesfa de Leah Haimo.)

cemragora con Figura 16-6 Un experimento que
;'Qnﬁ’ﬁ{,ﬂ,“s muestra de qué forma un haz de

microtibulos puede encontrar el
centro de la célula. Después de que el
extremo de una célula pigmentaria de
un pez se corte con una aguja, los
microtiibulos situados el fragmento
celular aislado se reorientan, situando
su extremo menos cercano al centro
del fragmento.

ESPERA DE
4 HORAS

—

fragmento nuevo centro

celular organizador

separado de microtibulos
sin centriolos

fragmento celular
con microtibulos
reorganizados

célula melandfora
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Este experimento tan sencillo sugiere que las hileras citoplasmaticas de mi-
crotubulos que emergen del centrosoma pueden actuar como un mecanismo de
supervivencia que es capaz de encontrar el centro de la célula. Esta posibilidad
es muy importante puesto que implica que la red microtubular puede organizar
el interior de la célula. Pero esto sélo es el punto de inicio; tal y como veremos
mds adelante en esta seccién de introduccion, una célula puede posicionar la
red moviendo especificamente su centrosoma a un lugar desplazado del centro
celular.

Determinadas proteinas motoras utilizan la red microtubular
como gufa para posicionar los orgdnulos rodeados de membrana*

Como acabamos de ver en las células pigmentarias de determinadas especies de
peces, los filamentos del citoesqueleto pueden utilizarse no s6lo como soporte
estructural sino como lineas de transporte. Si con el microscopio 6ptico obser-
vamos una célula viva de un vertebrado, podemos contemplar su citoplasma en
continuo movimiento. Después de unos minutos, las mitocondrias y otros orga-
nulos membranosos mds pequefios cambian sus posiciones mediante movi-
mientos saltatorios periédicos, mucho mads sostenidos y direccionados que el
continuo y pequefio movimiento browniano, provocado por el movimiento tér-
mico al azar. Estos y otros movimientos intracelulares en las células eucariotas
son generados por proteinas motoras, las cuales se unen a los microttibulos o a
los filamentos de actina y utilizan la energia producida a partir de ciclos repeti-
dos de hidrélisis de ATP para moverse a lo largo de estos filamentos (véase p4g.
221). Actualmente han sido identificadas docenas de proteinas motoras distin-
tas. Se diferencian en el tipo de filamento al cual se unen, en la direccién en la
que se mueven a lo largo de este filamento y en la “carga” que transportan.

La primera protefna motora descubierta fue la miosina, una proteina que se
desliza a lo largo de los filamentos de actina y que es especialmente abundante
en el musculo esquelético donde constituye la parte mas importante del aparato
contractil. Posteriormente se descubrieron otros tipos de miosinas en las células
no musculares. Todas las miosinas tienen dominios motores semejantes (la par-
te de la proteina responsable del movimiento), pero presentan diferencias muy
marcadas en los dominios a través de los cuales la molécula de miosina se une a
otros componentes de la célula.

Las proteinas motoras que se mueven a lo largo de los microtibulos son dis-
tintas a las miosinas y pertenecen a dos familias: las quinesinas, que generalmen-
te se mueven hacia el extremo mas de los microtiibulos (a partir del centrosoma),
y las dineinas, que se desplazan hacia el extremo menos (hacia el centrosoma). Al
igual que las miosinas, cada tipo de proteina motora dependiente de microtiibu-
los transporta una carga determinada con la cual se desplaza (Figura 16-7).

Las proteinas motoras microtiibulo-dependientes juegan un papel muy im-
portante en el posicionamiento de los orgdnulos membranosos dentro de la cé-
lula eucariota. Los tibulos membranosos del reticulo endoplasmatico (ER), por
ejemplo, estdn alineados con los microtibulos y se extienden casi hasta la peri-
feria celular; el complejo de Golgi, en cambio, est4 localizado cerca del centroso-
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motor —
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MENOS MAS
/
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Figura 16-7 Proteinas motoras que se
mueven a lo largo de los
microtiibulos. Las quinesinas se
mueven hacia el extremo mds de los
microtiibulos, mientras que las
dineinas se mueven hacia el extremo
menos. Como hemos indicado,
pueden existir diversas formas de
ambas proteinas motoras
microtubulares, y se cree que cada una
de ellas transporta un tipo distinto de
carga.




(A)

ma. Cuando tratamos las células con una droga que despolimeriza los microtii-
bulos, ambos orgdnulos cambian su localizacién: el ER se colapsa hacia el centro
de la célula, mientras que el complejo de Golgi se fragmenta en multiples vesicu-
las de pequeno tamafio que se dispersan por todo el citoplasma. Cuando la dro-
ga es eliminada, los orgdnulos recuperan su posicion inicial, conducidos por
proteinas motoras que se desplazan a lo largo de los microtiibulos nuevamente
formados. Se cree que la posicidn de cada uno de estos organulos viene determi-
nada por una proteina receptora que se encuentra localizada en la superficie ci-
tosdlica de la membrana del orgdnulo, la cual se une a una proteina motora mi-
crotiibulo-dependiente especifica —una quinesina para el ER y una dineina para
el complejo de Golgi (Figura 16-8).

El cortex de actina puede generar y mantener la polaridad celular®

En general, los microtiibulos funcionan como entidades individuales, mientras
que los filamentos de actina actiian formando redes o haces. Los filamentos de
actina que descansan debajo de la membrana plasmatica, por ejemplo, estdn
asociados a una red de proteinas que se unen a la actina formando el cértex ce-
lular. Como discutiremos mads adelante, la red es altamente dindmica y funciona
con diversos tipos de miosinas que controlan los movimientos de la superficie
celular. La localizacién y orientacién de los filamentos de actina corticales estd
controlada mediante lugares de nucleacién en la membrana plasmatica; distin-
tas regiones de la membrana dirigen la formacién de diferentes estructuras ba-
sadas en los filamentos de actina.

Determinadas sefiales extracelulares que afectan a una parte de la superficie
celular pueden provocar reestructuraciones locales del cértex de actina debajo
de la zona correspondiente de la membrana plasmadtica. De manera reciproca, la
organizacion del cértex de actina puede tener una influencia determinada en el
comportamiento de la membrana plasmatica que estda por encima. Mecanismos
basados en los filamentos de actina corticales, pueden, por ejemplo, empujar la
membrana plasmatica hacia fuera formando largas y finas microespinas o exten-
sos lamelipodios, o pueden invaginar la membrana durante la divisién celular
(Figura 16-9).

En casos extremos el cértex de actina puede integrar los movimientos de
una célula animal sobre su superficie completa y mantener la polaridad celular

La naturaleza del citoesqueleto

Figura 16-8 Distribucién de los
orgdnulos por los microtiibulos.

(A) Diagrama esquemitico de una
célula que muestra la disposicion
tipica de los microtiibulos (verde), el
reticulo endoplasmatico (azul), y el
complejo de Golgi (amarillo). Se
muestra el nticleo en marrdn y el
centrosoma en verde claro. (B) Célula
marcada con anticuerpos contra el
reticulo endoplasmatico (panel
superior) o contra los microtiibulos
(panel inferior). Las proteinas motoras
empujan al reticulo endoplasmatico a
lo largo de los microttibulos, tirando
de ellos desde su localizacién hacia la
membrana nuclear. (C) Célula
marcada con anticuerpos contra el
complejo de Golgi (panel superior) o
contra los microtiibulos (panel
inferior). En este caso las proteinas
motoras mueven el complejo de Golgi
hacia su posicién cerca del
centrosoma. (B, por cortesia de Mark
Terasaki y Lan Bo Chen; C, por cortesia
de Viki Allan y Thomas Kreis.)
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independientemente de la red microtubular. Esto ha sido ilustrado mediante ex-
perimentos en los cuales se han utilizado células no pigmentadas de las escamas
de los peces. Estas células epidérmicas, conocidas como queratinocitos, migran
en cultivo rdpidamente y de una manera poco corriente, viajando a velocidades
iguales o superiores a 30 pm/minuto. Inmunomarcajes utilizando anticuerpos
demuestran que los filamentos intermedios y los microtiibulos se encuentran
s6lo en la region posterior alrededor del niicleo, mientras que el extremo exten-
dido de la célula es rico en filamentos de actina (Figura 16-10). Ademas, las célu-
las tratadas con una droga que despolimeriza los microttibulos migran a la mis-
ma velocidad que las no tratadas, mientras que la migracién se detiene
totalmente si las células son tratadas con agentes que interfieren con los fila-
mentos de actina. Evidentemente, los filamentos de actina (actuando con otras
proteinas) son capaces de provocar el movimiento de los queratinocitos sobre
una superficie y también de mantener su morfologia diferencial y su polaridad;
los detalles del mecanismo implicado no estdn atin totalmente esclarecidos.

Normalmente los filamentos de actina y los microtiibulos
actian juntos polarizando la célula®

En una célula viva los tres tipos mayoritarios de filamentos del citoesqueleto es-
tdan conectados los unos con los otros y sus funciones estan coordinadas. La dis-
tribucion de los filamentos intermedios en una célula epitelial en cultivo, por

(A}

L | (C)
10 pm
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Figura 16-9 A menudo los filamentos
de actina configuran la membrana
plasmdtica de las células animales,
Tres ejemplos de cambios en la
membrana plasmatica provocados por
la red cortical de filamentos de actina.
(A) Protrusiones delgadas y
puntiagudas como las microespinas se
forman en la superficie de las células
por el ensamblaje de haces de
filamentos de actina anclados en el
cortex celular. (B) Extensiones
parecidas a sdbanas, llamadas
lamelipodios, también se forman en la
superficie, en este caso sostenidas por
redes alargadas de filamentos de
actina en vez de haces discretos.

(C) Invaginaciones de la superficie
celular, iguales que las que se
producen durante la division de la
célula, producidas por un haz
contrdctil de filamentos de actina
asociado con la proteina motora
miosina.

Figura 16-10 La epidermis de los
peces estd formada por células
migratorias. (A) Micrografias épticas
de un queratinocito en cultivo
tomadas a intervalos de 15 segundos.
La célula estd migrando
aproximadamente a 15 pm/segundo.
(B) Queratinocito observado con el
microscopio electrénico de barrido,
que muestra su extremo en avance
altamente extendido, y con el cuerpo
celular que contiene el nicleo cerca
del extremo final de la célula.

(D) Distribucién de los filamentos del
citoesqueleto en este tipo inusual de
célula. Los filamentos de actina (rojo)
llenan el margen extendido de la célula
y son los responsables de su
migracién. Los microtibulos (verde) y
los filamentos intermedios (azul) estan
restringidos en la zona préxima al
niicleo. (Micrograffa por cortesia de
Juliet Lee.)
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Figura 16-11 La polarizacién de una célula T citotdxica después del
reconocimiento de una célula diana. (A) Cambios en el citoesqueleto de una
célula T citotéxica después del contacto con una célula diana. (B) Micrografia
de inmunofluorescencia en que la célula T (arriba) y su célula diana (abajo)
han sido marcadas con un anticuerpo contra los microtibulos. En la célula T
el centrosoma y los microtiibulos que irradian a partir de él estdn orientados
hacia el punto de contacto entre ambas células. En la célula diana el haz de
microtiibulos no estd polarizado. (B, reproducida de B. Geiger, D. Rosen, y G.
Berke, J. Cell Biol. 95:137-143, 1982, reproducido con permiso de copyright de
The Rockefeller University Press.)

ejemplo, puede verse radicalmente alterada si tratamos las células con una dro-
ga que provoca una despolimerizacién de los microttibulos: los filamentos inter-
medios, que normalmente se distribuyen a lo largo del citoplasma, se agrupan
en la regién cercana al niicleo. Existen diversas situaciones en las cuales los mi-
crotubulos y los filamentos de actina actiian de una manera coordinada polari-
zando la célula entera. Discutiremos tinicamente un ejemplo: la muerte de una
célula diana mediatizada por los linfocitos T citotéxicos.

Las células T citotéxicas matan a otras células que llevan antigenos extranos
en su superficie. Esto constituye una parte importante de la respuesta inmune
de los vertebrados a una infeccién, como se discute en el Capitulo 23. Cuando
los receptores en la superficie de la célula T reconocen un antigeno en la superfi-
cie de la célula diana, la sefial de los receptores hacia el cortex subyacente de la
célula T altera el citoesqueleto de diversas maneras. Primero, las proteinas aso-
ciadas con los filamentos de actina en la célula T reorganizan la zona de contac-
to entre las dos células. Entonces, el centrosoma se reorienta Y se mueve junto a
los microtiibulos hacia la zona de contacto entre la célula T y la célula diana (Fi-
gura 16-11A). Los microttibulos, colocan el complejo de Golgi correctamente de-
bajo de la zona de contacto, dirigiendo la maquinaria asesina —que esta asociada
con una secrecion del complejo de Golgi- hacia la célula diana.

En este ejemplo y en muchos otros, una célula se convierte en polarizada de
la manera siguiente. Primero, la membrana plasmatica detecta alguna diferencia
en un lado de la célula y genera una sefal transmembrana. El cértex de actina se
reorganiza localmente debajo de la membrana afectada, con lo cual el centroso-
ma se desplaza hacia esta zona de la célula, probablemente con un movimiento
de los microtibulos. Entonces, el centrosoma posiciona los sistemas endomem-
branosos de una manera polarizada. El resultado final es una célula con un foco
direccional muy marcado (Figura 16-11B).

Las funciones del citoesqueleto son dificiles de estudiar

Aunque las principales subunidades de los tres tipos de polimeros del citoesque-
leto, asf como los muchos cientos de proteinas que se asocian con ellos, han sido
aislados y su secuencia de aminodcidos determinada, ha sido dificil establecer
como funcionan estas proteinas dentro de la célula. Independientemente de la
complejidad que implica la existencia de un niimero enorme de protefnas impli-
cadas, la comprensién del citoesqueleto se ve dificultada por dos hechos princi-
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pales. Primero, el funcionamiento del citoesqueleto depende de un ensamblaje
complejo de proteinas, que se unenﬁn grupos cooperativos a los filamentos del
citoesqueleto. Es relativamente sencillo estudiar el efecto sobre un filamento de
una tinica proteina accesoria, pero es mucho mas complejo analizar los efectos
de un conjunto de muchas proteinas distintas. Este problema no se encuentra
unicamente en el estudio del citoesqueleto, pero aqui es mucho més acusado.
En segundo lugar, las funciones del citoesqueleto son mucho mads dificiles de
analizar que las funciones de otros grandes grupos de complejos proteicos. El
proceso de sintesis del RNA y del DNA, por ejemplo, que incluye la formacién de
nuevos polimeros unidos mediante enlaces covalentes, puede ser facilmente
analizado in vitro, en parte porque los productos de las reacciones in vitro se
pueden medir de una manera facil y comparar con los productos correspon-
dientes fabricados en la célula. El citoesqueleto, por el contrario, ejerce fuerzasy
provoca movimientos sin cambios quimicos importantes. Esto hace que sea es-
pecialmente dificil estudiar la funcién de un sistema citoesquelético reconstitui-
do in vitro a partir de los componentes purificados.

Resumen

Una red de proteinas filamentosas conocidas con el nombre de citoesqueleto orga-
nizan espacialmente el citoplasma de las células eucariotas. Esta red estd formada
por tres tipos de filamentos principales: microtitbulos, filamentos de actina y fila-
mentos intermedios. Los microtiibulos son estructuras rigidas que, generalmente,
disponen de un extremo unido al centrosoma y otro extremo libre en el citoplasma.
En la mayoria de células los microtiibulos son estructuras altamente dindmicas
que alternativamente crecen y se acortan mediante la adicion y la pérdida de sub-
unidades de tubulina. Algunas proteinas motoras se desplazan en ambas direccio-
nes a lo largo de los microtiibulos, transportando orgdnulos membranosos especifi-
cos hacia sus localizaciones determinadas en la célula. Los filamentos de actina son
también estructuras dindmicas, pero normalmente forman haces o redes y no fila-
mentos simples. Una capa llamada cortex se forma justo debajo de la membrana
plasmdtica a partir de los filamentos de actina y de una variedad importante de
proteinas que se unen a la actina. Esta capa rica en actina controla la forma y los
movimientos superficiales de la mayoria de las células animales. Los filamentos in-
termedios son relativamente resistentes, estructuras a modo de cuerdas que propor-
cionan una estabilidad mecdnica a la células y tejidos. Los tres tipos de filamentos
estdn interconectados y sus funciones coordinadas.

Filamentos intermedios’

Los filamentos intermedios son fibras proteicas resistentes y duraderas que se
encuentran en el citoplasma de la mayoria de las células eucariotas superiores.
Reciben el nombre de “intermedios” porque en las micrografias electrénicas su
didmetro aparente (8-10 nm) se encuentra entre el de los finos filamentos de
actina y el de los gruesos filamentos de miosina de las células musculares, don-
de se descubrieron por vez primera (su didmetro es también intermedio entre
el de los filamentos de actina y el de los microtiibulos). En la mayoria de células
animales, una extensa red de filamentos intermedios rodea al nicleo y se ex-
tiende desde esta zona hacia la periferia celular, donde interacciona con la
membrana plasmadtica (Figura 16-12). Ademds, un armazén densamente tejido
de filamentos intermedios —la ldmina nuclear- se encuentra debajo de la envol-
tura del nticleo.

Los filamentos intermedios son particularmente abundantes en las células
que estdn sometidas a importantes tensiones mecdnicas. Son muy abundantes,
por ejemplo, en los epitelios, donde forman parte de las uniones especializadas
entre dos células vecinas, a lo largo de los axones de las células nerviosas, y en
todos los tipos de células musculares. Cuando las células se tratan con solucio-
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Figura 16-12 Filamentos intermedios
en el citoplasma de una célula de un
tejido en cultive. Se marcaron células
epiteliales de rata canguro (células
PtK2) en interfase, con anticuerpos
contra uno de los tipos de filamentos
intermedios (llamados queratinas) y se
observaron al microscopio de
fluorescencia. (Por cortesia de Mary
Osborn.)
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nes salinas concentradas o bien con detergentes no iénicos, los filamentos inter- Figura 16-13 Organizacién de los
medios se conservan mientras que los elementos restantes del citoesqueleto son ~ dominios de los monémeros
solubilizados. De hecho, el término “citoesqueleto” se utilizé originalmente para  Proteicos de los filamentos
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intermedios disponen de una regién
Los filamentos intermedios son polimeros de proteinas fibrosas® central similar que tiene generalmente

A diferencia de la actina y la tubulina, que son proteinas globulares, los tipos
principales de mondmeros proteicos de los filamentos intermedios son molécu-

unos 310 aminodcidos y que forma
una larga hélice .. Los dominios
amino terminal y carboxilo terminal

las fibrosas muy alargadas que tienen una cabeza amino terminal, una cola car- g presentan esta estructura en hélice
boxilo terminal, y un dominio central a modo de varilla. Este dominio central oy son variables en cuanto a tamafio y

consta de una regién extensa de hélice o que contiene largos tandems repetidos  secuencia en los distintos tipos de
de secuencias aminoacidicas distintas, que reciben el nombre de “repeticiones  filamentos intermedios.

en heptada”. Como discutimos en el Capitulo 3, esta secuencia de 7 aminoécidos
permite la formacion de dimeros enrollados entre dos hélices « paralelas (véase
Figura 3-48). Otros tipos de protefnas alargadas del citoesqueleto con estructu-
ras diméricas enrolladas, como por ejemplo la tropomiosina y la cola de la mio-
sina, contienen largas tiras de repeticiones en heptada, como discutiremos mas
adelante.

En la siguiente etapa del ensamblaje, dos de los dimeros enrollados interac-
cionan antiparalelamente formando un tetrdmero (Figura 16-14). Se encuentran
pequenas cantidades de tetrdmeros solubles en las células, lo cual sugiere que la
subunidad tetramérica constituye la unidad fundamental para el ensamblaje de
los filamentos intermedios. La disposicién antiparalela de los dimeros implica
que el tetrdmero y, por consiguiente, el filamento que forma, es una estructura
no polarizada —esto es, es la misma estructura en ambos extremos y es simétrica
en toda su longitud. Esto distingue los filamentos intermedios de los microtibu-
los y los filamentos de actina, que son estructuras polarizadas, cuya funcién de-
pende de esta polaridad. La etapa final del ensamblaje de los filamentos interme-
dios no estd atin completamente caracterizada, pero parece que los tetrameros
se afiaden al filamento intermedio en crecimiento mediante una reaccién de
unidn sencilla, alinedndose a lo largo del eje del filamento y uniéndose siguiendo
un patrén helicoidal (véase Figura 16-14).

El dominio central a modo de varilla, cuya estructura es parecida en todos
los tipos de filamentos intermedios, interviene en las interacciones laterales que
forma el filamento ensamblado. Los dominios globulares de la cabeza y de la
cola pueden variar significativamente tanto en el tamafio como en la secuencia
de aminodcidos, sin que esto afecte la estructura axial bésica del filamento; a
menudo se proyectan desde la superficie del filamento e intervienen en las unio-
nes con otros componentes. Este disefio experimental implica la existencia de
una sorprendente variedad de tamanos de las proteinas que los forman (desde
40 000 a 200 000 daltons).

En la mayoria de células, casi todas las proteinas de los filamentos interme-
dios se encuentran totalmente polimerizadas, con muy pocas subunidades te-
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trameéricas libres. Sin embargo, una célula puede controlar el ensamblaje de sus
filamentos intermedios y decidir su cantidad, longitud y posicién. Uno de los
mecanismos de control se basa en la fosforilacién de residuos de serina en el do-
minio amino terminal de las proteinas de los filamentos intermedios. En un caso
extremo, la fosforilacién de las subunidades proteicas que forman la ldmina nu-
clear provoca un desensamblaje total de los filamentos durante la mitosis; cuan-
do ésta termina, las serinas especificas son desfosforiladas y se produce la for-
macion de novo de la lamina nuclear (véase Figura 12-18). Los filamentos
intermedios citoplasmaticos pueden sufrir también una reorganizacién radical
durante la mitosis como respuesta a algtin tipo de senal extracelular. Aunque es-
tos cambios suelen ir acompaniados de un incremento en la fosforilacion de las
subunidades, otros factores pueden intervenir también en este proceso.

Las células epiteliales presentan una familia muy diversa
de filamentos de queratina®

En las células de los vertebrados, los filamentos intermedios citoplasmaticos
pueden agruparse en tres clases: (1) filamentos de queratina, (2) filamentos de vi-
mentina y filamentos relacionados con la vimentina y (3) neurofilamentos, cada
uno de los cuales estd formado por la polimerizacién de sus correspondientes

854 Capitulo 16: El citoesqueleto

Figura 16-14 Modelo habitual de
ensamblaje de un filamento intermedio.
El monémero mostrado en (A) se empareja
con un monémero idéntico a él, formando
un dimero (B), de forma que la regién
central —conservada- se alinea en paralelo y
se empaqueta conjuntamente formando
un sobreenrollamiento. Entonces, dos
dimeros se alinean, lado contralado, y
forman un tetrdmero antiparalelo de cuatro
cadenas polipeptidicas (C). Dentro de cada
tetrdmero los dimeros estdn distanciados
suficientemente uno con respecto a otro
permitiendo la asociacién con otro
tetrdmero, como puede observarse en (D).
En el filamento intermedio final de 19 nm
los tetrameros estdn unidos formando un
haz helicoidal (E). Se muestra una
electronmicrografia del filamento final en
el margen superior izquierdo. (Diagrama
basado en datos de Murray Stewart;
micrografia por cortesia de Roy Quinlan.)
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Tabla 16-1 Principales tipos de protefnas de filamentos intermedios
en las células d"los vertebrados

Tipo de filamento Componente polipeptidico

intermedio (masa en daltons) Localizacién celular
Laminas nucleares lamininas A, B, yC ldmina nuclear de las células
(65 000 - 75 000) eucariotas
Proteinas vimentina (54 000) muchas células de origen
relacionadas con mesenquimatico, a menudo
la vimentina expresada transitoriamente
durante el desarrollo
desmina (53 000) musculo
proteina glial acidica células gliales (astrocitos
fibrilar (50 000) y células de Schwann)
periferina (66 000) neuronas
Queratinas tipo I (dcidas)
(40 000 - 70 000) células epiteliales y sus derivados
tipo II (neutras/bdsicas) (p. ej., el pelo y las unas)
(40 000 - 70 000)
Filamentos proteinas de los neuronas
intermedios neurofilamentos NF-L,
neuronales NF-M y NF-H

(60 000 - 130 000)

subunidades proteicas (Tabla 16-1). La familia m4s diversa de subunidades pro-
k teicas la constituyen las queratinas (también llamadas citoqueratinas), que for-
man filamentos de queratina, principalmente en las células epiteliales. Hay mds
de 20 tipos distintos de queratinas en los epitelios humanos, Al menos, otras 8
queratinas, llamadas queratinas duras, son especificas del pelo y de las ufias.
(Las queratinas de las células epiteliales, pelo, y unas reciben también el nombre
de a-queratinas para distinguirlas de las B-queratinas, evolutivamente distintas,
que se encuentran en las plumas de las aves y que presentan una estructura to-
talmente distinta que no discutiremos en este capitulo).
i Las queratinas se subdividen en dos tipos, si nos basamos en su secuencia de
; aminodcidos: queratinas del tipo I (dcidas) y queratinas del tipo II (neutras/bdsi-
| cas). Mediante experimentos de reensamblaje se ha encontrado que los heterodi-
meros formados por queratinas del tipo [ y del tipo 11 pueden formar filamentos
mientras que los homodimeros no los forman, hecho que permite explicar por
# qué los filamentos de queratina son siempre heteropolimeros formados por la
misma cantidad de polipéptidos de queratina del tipo I y del tipo II.
Cualquier célula epitelial puede disponer de una gran variedad de querati-
nas, todas ellas copolimerizando en un tinico sistema filamentoso de queratina.
Los epitelios mds simples, como los que encontramos en los embriones tempra-

* nos o en algunos tejidos adultos como por ejemplo el higado, disponen de un
solo tipo de queratina del tipo I y uno solo también de queratina del tipo II.
% Otros epiteélios, como el de la lengua, el de la vejiga, y el de las gldndulas sudori-
paras, contienen 6 o mds tipos de queratinas —cuya combinacién particular de-
J pende de la localizacién de la célula dentro del 6rgano. Esta diversidad es atin

mas pronunciada en la piel, donde en las células de las distintas capas de la epi-
dermis se expresan mediante distintos tipos de queratinas (véase Figura 22-19).
Existen también queratinas que son caracteristicas de los epitelios en prolifera-
| cion, Esta heterogeneidad de queratinas es muy ttil clinicamente: en el diagnds-
tico de los cdnceres epiteliales (carcinomas), el tipo concreto de queratinas que
se expresa puede ser utilizado para determinar el tejido epitelial a partir del cual
se ha originado el tumor, lo cual puede servir de ayuda en el momento de deci-
dir el tipo de tratamiento que resultard mas efectivo.
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Muchas células no epiteliales presentan sus propios filamentos
intermedi(ks citoplasmadticos diferenciales'

A diferencia de las queratinas, la vimentina y las proteinas relacionadas con la vi-
mentina, pueden formar filamentos intermedios que son polimeros de un tinico
tipo de especie proteica. La vimentina es la proteina de los filamentos interme-
dios citoplasmdticos mds abundante y se encuentra en la mayorfa de células de
origen mesodérmico, incluyendo fibroblastos, células endoteliales, y células
sanguineas de la linea blanca; ademds muchas células expresan la vimentina
transitoriamente durante el desarrollo. La desmina se encuentra principalmente
en las fibras musculares: se encuentra distribuida por todo el citoplasma de las
fibras musculares lisas, y se une a las miofibrillas adyacentes (haces ordenados
de actina y miosina filamentosas que discutiremos mas adelante) en las fibras
.del musculo esquelético y cardiaco. La proteina glial acidica fibrilar forma los fi-
lamentos gliales en los astrocitos del sistema nervioso central y en algunas célu-
las de Schwann de los nervios periféricos (Figura 16-15). Todas estas proteinas
pueden polimerizar correctamente entre ellas; en algunos tipos celulares adul-
tos se han encontrado copolimeros formados por vimentina y por proteinas re-
lacionadas con la vimentina. Por el contrario, ninguna de estas proteinas copoli-
meriza con las queratinas: cuando queratinas y proteinas relacionadas con la
vimentina se expresan en la misma célula, forman sistemas filamentosos inde-
pendientes.

Las células nerviosas disponen de una variedad tinica de filamentos inter-
medios, que se expresan en distintas regiones del sistema nervioso central en es-
tadios especificos del desarrollo. Los neurofilamentos son los mas abundantes;
se extienden a lo largo del axén y forman su componente citoesquelético prima-
rio, especialmente en las células nerviosas maduras. En los mamiferos, se han
descrito tres tipos de proteinas de los neurofilamentos: llamadas NF-L, NF-M y
NF-H, debido a diferencias en su peso molecular (L de bajo, “low”, M de medio,
“middle” y H de alto, “high”, respectivamente). Normalmente los tres tipos de
proteinas se encuentran en cada neurofilamento. NF-M y NF-H tienen largas co-
las carboxilo terminales; se cree que se proyectan desde el eje del neurofilamen-
to y contribuyen a regular el espaciamiento lateral de los neurofilamentos en el
axon (Figura 16-16).

Si marcamos una célula en cultivo con un anticuerpo contra las proteinas
de los filamentos intermedios del citoplasma, podremos observar una red deli-
cada de filamentos fibrosos que envuelve el niicleo y se extiende a través del ci-
toplasma hasta la membrana plasmatica (véase Figura 16-12). En las células epi-
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Figura 16-15 Micrografia de
inmunofluorescencia de filamentos
gliales en astrocitos cultivados. Los
haces de filamentos intermedios
(verde) se han marcado con
anticuerpos contra la proteina glial
acidica fibrilar. Los niicleos se han
marcado con un colorante azul de
unién al DNA. (Por cortesia de Nancy
L. Kedersha.)
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teliales, los filamentos de queratina estdn unidos a las uniones celulares espe-
cializadas —los desmosomas que unen células vecinas y los hemidesmosomas,
que unen las células a la lamina basal (se discuten en el Capitulo 19). Dado que
en cada célula los filamentos de queratina estan conectados a través de los des-
mosomas con las células vecinas, forman una red continua a través de todo el
epitelio (Figura 16-17). De forma parecida, los filamentos de desmina se en-
cuentran a menudo anclados en las uniones celulares especializadas de las fi-
bras musculares.

La lamina nuclear estd constituida por un tipo especial de
proteinas de filamentos intermedios: las lamininas'’

La ldmina nuclear es una red proteica que limita la superficie interna de la
membrana nuclear interna en las células eucariotas (Figura 16-18). Presenta un
grosor tipico de 10-20 nm y estd interrumpida en la zona de los poros nucleares,
permitiendo la libre entrada y salida de macromoléculas del niicleo. En los ma-
miferos la ldmina nuclear esta formada por las lamininas, proteinas homélogas
a las de los filamentos intermedios, de las cuales difieren' al menos en cuatro
puntos: (1) el dominio central en forma de varilla es algo mas largo (véase Figura
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Figura 16-16 Electronmicrografias
de dos tipos de filamentos
intermedios en células del sistema
nervioso. (A) Imagen de
neurofilamentos preparados mediante
congelacion rapida y sublimacién
profunda de un axén de una célula
nerviosa, mostrando el extraordinario
entrecruzamiento de los haces a través
de puentes de proteina —una
configuracién que probablemente
proporciona una gran resistencia a la
tension en este largo apéndice celular.
Las uniones cruzadas estan formadas
por largas extensiones no helicoidales
del extremo carboxilo terminal de las
proteinas mas grandes del
neurofilamento. (B) Imagen de
filamentos gliales en una célula glial
obtenida mediante congelacidn rdpida
y sublimacién profunda ilustrando que
estos filamentos son lisos y tienen
menos puentes cruzados.

(C) Electromicrografia convencional
de un corte de un axén que muestra la
distancia de separacién regular de los
neurofilamentos, mucho mas
abundantes que los microttibulos. (A y
B, por cortesia de Nobutaka Hirokawa;
C, por cortesfa de John Hopkins.)

Figura 16-17 Los filamentos de
queratina mantienen unidas las
células, formando las capas celulares.
Micrografia de inmunofluorescencia
de una red de filamentos de queratina
en una monocapa de células
epiteliales en cultivo. Los filamentos
de cada célula estdn conectados
indirectamente con los de las células
vecinas, a través de los desmosomas.
(Por cortesia de Michael Klymkowsky.)
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Figura 16-18 Laldmina nuclear. (A) Dibujo esquemdtico que muestra la limina nuclear a través de un corte en la region
del poro nuclear. La ldmina estd asociada con la cromatina y con la membrana nuclear interna. (B) Electronmicrografia
de una porcién de la limina nuclear de un oocito de rana preparado por liofilizacién y sombreado metdlico. La ldmina
estd formada por una red cuadrangular altamente organizada de filamentos intermedios, compuesta por lamininas
nucleares (no siempre tan altamente organizada como aqui se presenta). (C) Electronmicrografia de dimeros aislados de
laminina, sombreados metdlicamente (marcados como L). Presentan una forma general semejante a la miosina
muscular (marcados como M), con una cola en forma de varilla y dos cabezas globulares. Sin embargo, son mucho
menores que las moléculas de miosina. Las cabezas globulares estdn formadas por los dos largos dominios carboxilo
terminales. (B y G, por cortesfa de Ueli Aebi).

16-13). (2) Presentan una senal de transporte hacia el niicleo que las dirige desde
el citosol, donde son sintetizadas, hasta el niicleo. (3) Se ensamblan formando
una red bidimensional parecida a una ldmina y necesitan de la asociacién de
otras proteinas para el ensamblaje. (4) La red que forman es extraordinariamen-
te dindmica y rapidamente se produce el desensamblaje al iniciarse la mitosis y
el reensamblaje cuando ésta ha terminado; como ya hemos mencionado, el des-
ensamblaje y reensamblaje vienen determinados por la fosforilacién y desfosfo-
rilacién de algunos residuos de serina en las lamininas.

A diferencia de los microtiibulos y de los filamentos de actina, que se en-
cuentran en todas las células eucariotas, los filamentos intermedios citoplasmé-
ticos han sido descritos sélo en animales pluricelulares, y en ellos no son nece-
sarios en cada uno de los tipos celulares que los forman. Por ejemplo, las células
gliales especializadas del sistema nervioso central que fabrican mielina no dis-
ponen de filamentos intermedios. Ademds, si desorganizamos los filamentos in-
termedios de fibras musculares, fibroblastos o células epiteliales en cultivo, no
se produce ningun efecto en el comportamiento celular.

Parece ser que la primera clase de proteinas de los filamentos intermedios
que aparecié en la evolucién fueron las lamininas nucleares y los diversos tipos
de filamentos intermedios citoplasmadticos aparecieron mds adelante como
adaptaciones de esta forma primitiva. Las proteinas de los filamentos interme-
dios en los invertebrados, por ejemplo, se parecen mucho mds a las lamininas
que a las proteinas de los filamentos intermedios citoplasmaticos de los verte-
brados.

Los filamentos intermedios proporcionan estabilidad mecédnica
a las células animales'?

Cada dia disponemos de mayor nimero de evidencias de que la funcién princi-
pal de los filamentos intermedios es la de soportar la tensién mecdnica. En la
enfermedad genética humana epidermolisis bullosa simple, las mutaciones en
los genes de las queratinas que se expresan normalmente en la capa basal de la
epidermis desorganizan la red de filamentos de citoqueratina en estas células,
transforméndolas en células extremadamente sensibles a las lesiones mecani-
cas: una ligera presion puede provocar la rotura de las células basales mutantes,
y la piel se llena de ampollas en la zona afectada. Podemos provocar una situa-
cién parecida en monos transgénicos que expresan queratinas mutantes de este
tipo (Figura 16-19). Tanto en humanos como en monos la epidermis puede ser
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tan fragil que el individuo mutante puede morir por un trauma mecénico. Se
cree que los filamentos intermedios citoplasmaticos juegan un papel semejante
en las células no epiteliales.

La estructura que presentan los filamentos intermedios es la ideal para de-
sarrollar este tipo de funciones mecanicas. Las subunidades fibrosas se asocian
de manera paralela formando haces superpuestos, lo cual les permite resistir
tensiones mecdnicas mucho mds intensas que las que resisten los microtibulos
o los filamentos de actina (Figura 16-20). En la piel, los filamentos de queratina
de las capas mds externas de la epidermis se entrecruzan covalentemente entre
sl y con proteinas asociadas, y a medida que las células de la capa exterior van
muriendo, las queratinas entrecruzadas persisten como la parte principal de la
capa protectora externa del animal. Las células epiteliales especializadas de lu-
gares especificos de la piel proporcionan variaciones regionales, y generan
apéndices superficiales tales como los pelos y las ufias.

Sin embargo, si la funcién de los filamentos intermedios es simplemente la
de resistir las tensiones mecdnicas en las células y tejidos, ;por qué existen tan-
tos tipos de subunidades proteicas? Ademds, ;cudl es la funcién de los dominios
variables de la cabeza y de la cola de estas proteinas? En la actualidad estas pre-
guntas no pueden contestarse detalladamente, pero est4 claro que la manera en
que los filamentos intermedios se unen a otros componentes de la célula varia
de un tipo celular a otro. Los filamentos de desmina que unen entre sf los bordes
de las miofibrillas en las células del musculo esquelético deben presentar luga-
res de unién para proteinas especificas asociadas a las miofibrillas. Los neurofi-
lamentos en los axones estan unidos entre si a través de sus dominios carboxilo
terminales y forman un haz continuo de filamentos, a modo de cuerda de un
metro o mas de longitud. Algunas queratinas estdn especializadas en la forma-

Figura 16-20 Propiedades mecdnicas de los polimeros de actina, tubulina
y vimentina. Redes formadas por microtiibulos o filamentos de actina o
filamentos de vimentina, todas a la misma concentracién, fueron expuestas a
una fuerza en un viscémetro, y se calculd el grado de tensién resultante. Los
resultados muestran que la red de microtiibulos se deforma facilmente pero
que cuando la tensién sobrepasa el 50% de su longitud original (indicada
mediante la estrella roja que estalla) se rompen y empiezan a fluir sin limite.
Los filamentos de actina son mucho mas rigidos, pero se rompen fécilmente.
Las redes de vimentina, al contrario, se deforman facilmente, pero a
diferencia de los microtiibulos, soportan tensiones y esfuerzos muy grandes
sin romperse. Los filamentos de vimentina son muy necesarios para el
mantenimiento de la integridad celular. (Adaptado de P. Jamney et al., J. Cell
Biol. 113:155-160, 1991, reproducido con permiso de copyright de The
Rockefeller University Press.)

Filamentos intermedios

celula basal de la epidermis

red defectuosa
de filamentos de
queratina

hemidesmosomas

(C)

Figura 16-19 Aparicién de ampollas en
la piel provocadas por un gen mutante
de queratina. Un gen mutante que
codifica una queratina truncada (sin
dominios amino y carboxilo terminales)
ha sido expresado en un ratén
transgénico. La proteina defectuosa se
ensambla con las moléculas de queratina
normales y desorganiza la red de
filamentos de queratina en las capas
celulares basales. Micrografias dpticas de
piel normal (A) y mutante (B) muestran
que las ampollas se producen a partir de
la ruptura de las células en la capa basal
de la epidermis mutante. El dibujo en (C)
de tres células de la capa basal de la
epidermis mutante observadas mediante
microscopia electrénica muestra que las
células se rompen entre el nticleo y los
hemidesmosomas, que conectan los
filamentos de queratina con la ldmina
basal subyacente. (De P.A. Coulombe,
M.E. Hutton, R. Vassar y E. Fuchs, J. Cell
Biol. 115:1661-1674, 1991, reproducido
con permiso de copyright de The
Rockefeller University Press.)
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cién de la capa externa protectora de la piel, dura y resistente, mientras que
otras simplemente mantienen las tensiones que sufren los epitelios en los cam-
bios de forma que se producen durante la morfogénesis. Estas funciones dife-
renciales han de ser desarrolladas por las regiones variables de las distintas pro-
teinas de los filamentos intermedios, que se proyectan desde la superficie del
filamento y determinan su capacidad de unién a otros componentes de la célula.
En este sentido, las regiones variables de las proteinas de los filamentos interme-
dios realizan funciones parecidas a las de las proteinas accesorias de los fila-
mentos de actina y de los microtiibuloes. La diferencia estriba en que las regiones
variables son parte integral de la subunidad del filamento intermedio mientras
que las otras constituyen una proteina independiente.

Resumen

Los filamentos intermedios son fuertes polimeros de polipéptidos fibrosos, a modo
de cuerda, que resisten tensiones y desemperian un papel estructural o mecdnico en
la célula. Se conocen distintas formas especificas de filamentos intermedios que di-
fieren en el tipo de polipéptido que los forma: entre las que se encuentran los fila-
mentos de queratina de las células epiteliales, los neurofilamentos de las células
nerviosas, los filamentos gliales de los astrocitos y las células de Schwann, los fila-
mentos de desmina de las fibras musculares, y los filamentos de vimentina de los fi-
broblastos y de otros muchos tipos celulares. Las lamininas nucleares, que forman
la ldmina fibrosa subyacente a la envoltura nuclear, son una familia diferente de
proteinas de los filamentos intermedios.

Los mondmeros de los distintos tipos de filamentos intermedios tienen secuen-
cias de aminodcidos distintas y difieren en sus pesos moleculares. Sin embargo, to-
dos ellos presentan un dominio central homdélogo que, cuando dimeriza, forma
una estructura de sobreenrollamiento rigido. Estas subunidades diméricas se aso-
cian unas con otras formando tetrdmeros simétricos, los cuales se ensamblan en
haces superpuestos formando el filamento intermedio no polarizado. Los dominios
[fibrosos de las subunidades forman el eje estructural de los filamentos intermedios,
mientras que los dominios globulares se proyectan hacia el exterior. Una funcién
de estos dominios variables puede ser la de permitir a cada tipo de filamento inter-
medio la asociacion con otros componentes especificos de la célula y la de posicio-
nar estos filamentos en el lugar adecuado dentro de la célula.

Microtibulos!?

Los microtiibulos, como hemos visto, son polimeros largos y rigidos que se ex-
tienden a través del citoplasma y dirigen la localizacién de los orgédnulos delimi-
tados de membrana y de otros componentes celulares. En este apartado discuti-
remos el ensamblaje de estas importantes estructuras a partir de moléculas de
tubulina y explicaremos como su polimerizacién y despolimerizacion estd con-
trolada por el nucleétido GTP. A continuacién examinaremos cémo algunos mi-
crotiibulos previamente seleccionados son estabilizados en la célula mediante
su asociacién a proteinas accesorias especificas. Finalmente, discutiremos la im-
portancia de los motores dependientes de microtiibulos que transportan vesicu-
las membranosas y diversos complejos proteicos a lo largo de los microtiibulos.

Los microtiibulos son cilindros huecos formados por tubulina'*

Los microtibulos estdn constituidos por moléculas de tubulina, cada una de las
cuales es un heterodimero formado por dos subunidades globulares fuertemen-
te unidas entre si, llamadas a-tubulina y B-tubulina. Aunque la tubulina estd
presente en casi todas las células eucariotas, la fuente mas abundante para los
estudios bioquimicos es el cerebro de los vertebrados. Los procedimientos de
extraccion recuperan de un 10 a un 20% de la proteina soluble total del cerebro
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Figura 16-21 Microtiibulos. (A) Electronmicrografia de un microtiibulo visto
en seccion transversal, con su anillo de 13 subunidades, cada una de las
cuales corresponde a una molécula de tubulina diferente (un heterodimero
a/p). (B) Crioelectronmicrografia de un microtibulo ensamblado in vitro.
(Cy D) Diagramas esquemdticos de un microtiibulo, en los que se muestra la
forma en que las moléculas de tubulina se empaquetan entre si formando la
pared cilindrica. (C) muestra las 13 moléculas vistas en seccién transversal,
(D) muestra una vision lateral de una corta seccién de un microtiibulo, con
las moléculas de tubulina alineadas formando largas hileras paralelas o
protofilamentos. Cada uno de los 13 protofilamentos estd compuesto por
series de moléculas de tubulina, cada una de las cuales es un heterodimero
o/f. Un microtiibulo es una estructura polar, ya que cada uno de sus
extremos tiene una molécula de tubulina (o o ) diferente. (A, por cortesia de
Richard Linck; B, por cortesia de Richard Wade; D, dibujado a partir de datos
proporcionados por Joe Howard.)

en forma de tubulina, lo cual refleja la elevada y poco usual densidad de micro-
tibulos que existe en los apéndices alargados de las células nerviosas.

Las moléculas de tubulina, en si mismas, son diversas. En los mamiferos
existen como minimo seis formas de o-tubulina y un nimero parecido de for-
mas de f-tubulina, cada una de las cuales estd codificada por un gen distinto.
Las distintas formas de tubulina son muy parecidas, y todas ellas copolimerizan
en ensayos in vitro, formando un mismo microtuibulo, aunque pueden encon-
trarse en distintas regiones de la célula y llevar a cabo funciones sutilmente dis-
tintas. Por ejemplo, en seis neuronas especializadas que presentan sensibilidad
por contacto del nematodo Caenorhabditis elegans, los microtibulos estdn for-
mados por una forma especifica de B-tubulina; las mutaciones en el gen que co-
difica esta proteina implican la pérdida de la sensibilidad por contacto especifi-
ca, sin ningtin efecto aparente en otras funciones celulares.

Un microttibulo puede ser considerado como una estructura cilindrica en la
cual los heterodimeros de tubulina estdn empaquetados alrededor de un niicleo
central, que aparece vacio en las micrografias electrénicas. De una forma quizés
mis detallada, uno puede observar cémo esta estructura se construye a partir de
13 protofilamentos lineales, cada uno de los cuales estd formado por subunida-
des alternadas de a- y f-tubulina, dispuestos paralelamente formando un cilin-
dro (Figura 16-21). Dado que los 13 protofilamentos est4n alineados en paralelo
con la misma polaridad, los microtiibulos son estructuras polares, y es posible
distinguir un extremo mds (de crecimiento rdpido) y un extremo menos (de cre-
cimiento lento).

Los microtibulos son estructuras muy ldbiles, sensibles
a drogas antimitdéticas especificas's

Muchas de las disposiciones de los microtiibulos celulares son ldbiles y esta labi-
lidad es imprescindible para que puedan desarrollar su funcién. Uno de los
ejemplos mas notables de este hecho es el huso mitético, que se forma después
del desensamblaje de los microtiibulos al comienzo de la mitosis. El huso mit6ti-
co es la diana de una gran variedad de drogas antimitdticas especificas que actian
interfiriendo en el recambio entre las subunidades de tubulina de los microti-
bulos y el acervo de tubulina libre. Una de estas drogas es la colchicina (Figura
16-22), alcaloide que se extrae del azafran silvestre y que ha sido utilizada como
planta medicinal para el tratamiento de la gota desde la época de los antiguos
egipcios. Cada molécula de colchicina se une fuertemente a una molécula de tu-
bulina e impide su polimerizacion, pero no puede unirse a la tubulina una vez la
tubulina ha polimerizado formando un microtibulo. La exposicién de una célu-
la en division a la colchicina, o a la colcemida, droga intimamente relacionada
con ella, produce una desaparicién rdpida del huso mitético, e indica que el
equilibrio quimico se mantiene mediante el recambio continuo de subunidades
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entre los microttibulos del huso mitético y el acervo de tubulina libre. Debido a
que la interrupcion temporal de los microtibulos del huso mitético provoca
preferentemente la muerte de células que se dividen de forma anormal, las dro-
gas antimitéSticas, como la vinblastina y la vincristina (cuyos efectos son pareci-
dos a los de la colchicina), han sido ampliamente utilizadas en el tratamiento del
cancer.

La droga taxol (Figura 16-22), que se extrae de la corteza del tejo, tiene un
efecto opuesto. Se une fuertemente a los microtiibulos y los estabiliza; cuando
se afiade a células, provoca que muchas de las moléculas de tubulina libre se en-
samblen formando miecrotibulos. La estabilizacion de los microtiibulos con ta-
xol detiene la mitosis de las células en division, lo cual indica que durante la mi-
tosis los microtiibulos deben ser capaces no sélo de polimerizar sino también de
despolimerizar. El taxol ha sido también ampliamente utilizado como droga an-
ticancerosa.

El alargamiento de un microtiibulo es un proceso rdpido,
mientras que la nucleacién de un nuevo microtiibulo
es un proceso lento'®

La polimerizacién y despolimerizacién de los microtibulos es compleja e inter-
viene en procesos interesantes con importantes papeles biologicos. Una buena
parte de los conocimientos actuales acerca del comportamiento dindmico de los
microtiibulos ha sido obtenida en estudios de polimerizacién in vitro a partir de
moléculas de tubulina purificadas. La tubulina pura polimeriza a 37°C en el tubo
de ensayo, formando microtibulos, siempre y cuando estén presentes tanto
Mg* como GTP. Si seguimos la polimerizacién ya sea midiendo la luz dispersada
o0 a través del microscopio, podremos observar una fase inicial (fase lag), des-
pués de la cual los microtiibulos se forman rdpidamente hasta llegar a un nivel
de polimerizacién determinado. La fase inicial se produce porque es mucho mas
facil afiadir moléculas de tubulina a un microtibulo existente, proceso llamado
alargamiento, que iniciar un nuevo microttibulo de novo, proceso llamado nu-
cleacion.

Durante la fase de polimerizacion rdpida, las concentraciones elevadas de
tubulina libre provocan que la polimerizacién de los microtiibulos sea mds rdpi-
da que la despolimerizacién (véase mds adelante). Sin embargo, cuando se ha lle-
gado al nivel de polimerizacion mds elevado, no toda la tubulina habra polimeri-
zado puesto que las subunidades se estdn disociando (despolimerizando) a partir
de los extremos de los microtibulos y, al mismo tiempo, anadiéndose a ellos. La
velocidad de polimerizacién decae con el tiempo porque es proporcional a la
concentracién de tubulina libre; la concentracién de tubulina libre en el nivel
mads alto, en el cual las velocidades de polimerizacién y despolimerizacién se en-
cuentran en equilibrio, recibe el nombre de concentracién critica (Figura 16-23).

Al iniciar este capitulo vimos que normalmente en una célula los microta-
bulos crecen a partir de un lugar especifico de nucleacion (generalmente el cen-
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Figura 16-22 Estructuras quimicas
de la colchicina y del taxol. La
colcemida, una tercera droga, estd
intimamente relacionada con la
colchicina y en ella el grupo que se
muestra en amarillo estd substituido
por un —-CH,. Se une a la tubulina, pero
a diferencia de la colchicina, su unién
es facilmente reversible.
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trosoma); puesto que existe una barrera cinética para la nucleacién en solucién,
la polimerizacion de la tubulina se produce tnicamente en este lugar. Como en
el tubo de ensayo, no toda la tubulina de la célula se encuentra polimerizada.
Una fibroblasto tipico dispone aproximadamente de una concentracién de tu-
bulina 20 micromolar (2 mg/ml), de la cual un 50% estd en los microtibulos yel
50% restante se encuentra libre.

Los dos extremos de un microtiibulo son diferentes
y crecen a velocidades diferentes!?

La polaridad estructural de un microtiibulo, reflejo de la orientacién regular de
las subunidades de tubulina, hace que los dos extremos del polimero sean dis-
tintos, lo cual tiene un efecto profundo en su velocidad de crecimiento. Si se
permite que moléculas de tubulina purificada polimericen durante un corto pe-

microtibulo |~
formado 7|
de novo
==
1 pm
Microtiibulos

Figura 16-23 Polimerizacién de
tubulina pura. Una mezcla de
tubulina, tampén y GTP se coloca a
37°C en el tiempo cero. La cantidad de
microtibulo polimerizado, medida
mediante dispersion de luz, sigue una
curva sigmoidal. Durante la fase inicial
(fase lag) las moléculas individuales de
tubulina se asocian formando
agregados metaestables, algunos de los
cuales contintian y nuclean
microttibulos. La fase lag refleja una
barrera cinética para este proceso de
nucleacion, Durante la fase rdapida de
alargamiento, las subunidades se
afiaden a los extremos libres de los
microtiibulos existentes. Durante la
fase de meseta, la polimerizacién y la
despolimerizacion estdn en equilibrio
ya que la cantidad de tubulina libre ha
llegado al punto en que se ha
conseguido la concentracion critica.
Para simplificar, las subunidades que
se anaden y que se pierden de un
microtiibulo se muestran siempre en
el mismo extremo.

Figura 16-24 Electronmicrografia
que muestra la polimerizacién
preferencial de tubulina en los
extremos “mads” de los microtiibulos.
Un haz estable de microtibulos
obtenido del micleo de un cilio (se
discute mas adelante) se incuba con
subunidades de tubulina en
condiciones de polimerizacién. Los
microtibulos crecen mds rapidamente
en el extremo “mads” del haz de
microttibulos (extremo que se
encuentra sobre el haz en esta figura).
(Por cortesia de Gary Borisy.)
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Figura 16-25 Polaridad de los microtiibulos puesta de manifiesto por el
método de “decoracion con ganchos”. En esta electronmicrografia todos los
microtiibulos (vistos en seccién transversal) tienen la misma orientacién. Los
pequefos ganchos, formados por la tubulina que se ha afiadido, se curvan
siguiendo el sentido de las agujas del reloj, lo cual indica que los
microtiibulos se estdn observando desde el extremo “mads” hacia el extremo
“menos”. La polaridad de los microtiibulos también se puede determinar
mediante la decoracién con moléculas de dineina (no se muestra aquf). (Por
cortesfa de Ursula Euteneuer,)

riodo de tiempo en los extremos de fragmentos de microttibulos estables y en-
tonces se examina la mezcla al microscopio electrénico puede observarse que
un extremo se alarga al menos a una velocidad tres veces superior a la del otro
(Figura 16-24). Por ello, el extremo de crecimiento rdapido se definié entonces
como el extremo mds y el otro como el extremo menos.

Es posible detectar la polaridad de los microtiibulos en seccién transversal
anadiendo moléculas de tubulina libre a microttiibulos preexistentes: en condi-
ciones especiales los monémeros de tubulina no se incorporan a los extremos de
los microtiibulos sino a los lados, formando ldminas de protofilamentos curva-
dos. Estas ldminas observadas en seccién transversal parecen pequefios ganchos
y, dependiendo de la orientacién del microttibulo, siguen la misma direccién de
las agujas del reloj o van en sentido contrario (Figura 16-25). De esta forma se ha
demostrado que en una célula, los extremos mads de los microtiibulos se extien-
den a partir de los lugares de nucleacién de los microtiibulos como por ejemplo
el centrosoma, los polos del huso mitético o el corptisculo basal de un cilio (Fi-
gura 16-26).

Los centrosomas son el lugar primario de nucleacion
de los microttibulos en las células animales'®

En el citoplasma de una célula interfasica podemos observar los microttibulos
mediante tincién de la célula con anticuerpos anti-tubulina fluorescentes, des-
pués de que las células hayan sido fijadas. Se observa una elevada densidad de
microtibulos alrededor del niicleo, desde donde irradian hacia la periferia celu-
lar, en forma de finas hebras (Figura 16-27). El origen de los microtiibulos se
puede observar claramente si éstos se despolimerizan primero con colcemida y
luego se permite su repolimerizacién después del lavado de la droga. Los nuevos
microtiibulos crecen a partir del centrosoma y forman una estructura con apa-
riencia de estrella llamada dster y entonces se alargan hacia la periferia celular
hasta que se restablece su distribucién inicial (Figura 16-28), Si los microttibulos
de células en cultivo se “decoran” con ganchos de tubulina para determinar su
polaridad, se observa que todos tienen sus extremos “mads”, alejado del centroso-
ma, lo cual indica que este centro organizador tiene la capacidad de nuclear la
polimerizacién de los microtiibulos con una polaridad especifica.

En la mayoria de células animales el centrosoma es el centro organizador de
microttibulos mds importante. Durante la interfase se localiza en la proximidad
del niicleo, muy cercano a la superficie externa de la envoltura nuclear. Inmer-
sas en el centrosoma se encuentran un par de estructuras cilindricas, dispuestas
en dngulo recto una respecto a otra, en un configuracién en forma de L. Son los
centriolos, que discutiremos mds adelante. El centrosoma se duplica y se divide
en dos partes iguales durante la interfase de manera que cada mitad contiene un

Figura 16-26 Orientacién de los microtiibulos en las células. Normalmente
los extremos “menos” de los microtibulos se hallan embebidos en un centro
organizador de microtiibulos, mientras que los extremos “mas” se hallan
cerca de la membrana plasmadtica.
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Figura 16-27 Distribucion interfdsica
de los microtiibulos en un fibroblasto

10 ym

par de centriolos duplicados. Estos dos centrosomas hijos se dirigen hacia lados
opuestos del niicleo al empezar la mitosis, y forman los dos polos del huso mitd-
tico (véase Figura 18-5).

Durante la interfase y la metafase se distingue una regién de citoplasma
mucho mds oscura rodeando cada par de centriolos; en las mejores electronmi-
crografias se puede distinguir en esta regién una red de pequeas fibras (Figura
16-29A). Es el material pericentriolar, o matriz del centrosoma, y es la regién
del centrosoma que nuclea la polimerizacién de los microtibulos. La composi-
cién proteica de la matriz del centrosoma sélo es parcialmente conocida, igual
que el mecanismo a partir del cual se produce la nucleacién de los microtibu-
los. Sin embargo, sabemos que esta formada por proteinas especificas del cen-
trosoma, incluyendo una forma minoritaria de la tubulina, lamada y-tubulina
(Figura 16-29B), que puede interactuar con el dimero o/B-tubulina colaborando
en la nucleacién de los microtiibulos.

No todos los centros organizadores de microtiibulos contienen centriolos.
En las células mitdticas de plantas superiores, por ejemplo, los microtiibulos
terminan en regiones electrodensas pobremente definidas, completamente des-
provistas de centriolos. El huso meiético de los oocitos de ratén tampoco pre-
senta centriolos, aunque éstos aparecen mds tarde en el embrién en desarrollo.
En hongos y diatomeas el centro organizador de microtibulos es una placa lla-
mada corpusculo polar del huso, que se encuentra en la envoltura nuclear. A pe-
sar de las diferencias morfolégicas (Figura 16-30), todos los centros organizado-
res contienen una matriz que nuclea la polimerizacién de los microtibulos, y
que normalmente estd formada por y-tubulina y otras proteinas especificas del
centrosoma. Asf pues, parece que el mecanismo molecular de la nucleacién de
los microtiibulos se ha conservado notablemente durante la evolucién.

Figura 16-28 Microtiibulos creciendo a partir del centrosoma después de
retirar la colcemida. Micrografias de inmunofluorescencia que muestran la
distribucién de los microtiibulos en células cultivadas, detectados mediante
tincién con anticuerpos contra tubulina. En (A) se muestra una célula normal
de un tejido en cultivo. Las células que se muestran en (B) fueron tratadas
con colcemida durante 1 hora para despolimerizar sus microtiibulos, y
posteriormente se permitié que se recuperaran; los microttibulos aparecen
en primer lugar en una estructura en forma de estrella, y luego se alargan
hacia la periferia de la célula. (A, por cortesfa de Eric Karsenti y Marc
Kirschner; B, de M. Osborn y K. Weber, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:867-871,
1976.)

Microtiibulos

en cultivo. Los microtiibulos (en
verde) han sido marcados con un
anticuerpo contra la tubulina; el

nuicleo celular (en azul) se ha marcado
con un colorante fluorescente que se
une al DNA. (Por cortesia de Nancy L.

Kedersha.)
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En las células animales los microtiibulos se despolimerizan
y repolimerizan continuamente'®

En una célula, como por ejemplo un fibroblasto en cultivo, se produce un re-
cambio continuo de la red de microtibulos. La vida media de un microtiibulo
individual es aproximadamente de 10 minutos, mientras que la vida media de
una molécula de tubulina, desde su sintesis hasta su degradacion proteolitica, es
de mds de 20 horas. Asi pues cada molécula de tubulina participa en la forma-
cion y desmantelamiento de muchos microtiibulos durante su periodo de vida,
proceso que puede ser estudiado mediante la observacion directa de células vi-
vas. Asi por ejemplo, a una célula podemos inyectarle tubulina que ha sido uni-
da covalentemente a un colorante fluorescente y seguir, utilizando un microsco-
pio de fluorescencia, el comportamiento de los microtiibulos que incorporan la
tubulina marcada. Alternativamente, en algunas células muy extendidas los mi-
crotibulos pueden observarse directamente, sin necesidad de ninglin tipo de
marcaje, utilizando la microscopia de contraste interferencial-diferencial video
amplificada (véase Figura 4-12). Cuando se sigue el comportamiento de los mi-
crotibulos mediante alguno de estos métodos, se observa un fenémeno impor-
tante. Los microtiibulos individuales crecen hacia la periferia celular a una velo-
cidad constante durante un cierto perfodo de tiempo y entonces de repente se

Tum
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Figura 16-29 La matriz del
centrosoma. (A) Electronmicrografia
de un centrosoma en una preparacién
purificada. La matriz envuelve un
centriolo en forma de barril y aparece
como un material fibroso que contiene
granulos finos. (B) Micrografia éptica
de una célula humana dividiéndose en
cultivo, tefiida con un anticuerpo
contra la p-tubulina (verde) y con un
anticuerpo contra la y-tubulina (rojo),
una proteina que se localiza en el
centrosoma de las células de una gran
variedad de organismos. La
superposicion del marcaje rojo y verde
provoca que las regiones que
contienen la y-tubulina en los polos
del huso sean amarillas. (A, cortesia de
Stephen Fuller; B, cortesia de

M. Katherine Jung y Berl R. Oakley.)

Figura 16-30 Un centro organizador
de microtiibulos en una célula de un
hongo. Electronmicrografia del
corptisculo polar del huso en la
levadura. (Cortesia de John Kilmartin.)




tiempo 0 seg 27 seg 231 seqg

acortan rdpidamente hacia el centrosoma. Pueden acortarse parcialmente y en-
tonces continuar el crecimiento, o desaparecer por completo, siendo substitui-
dos por un microtibulo distinto (Figura 16-31). Estas fluctuaciones de tamafio
pueden abarcar algunos micrémetros de longitud e incluyen la polimerizacién y
después la despolimerizacién de miles de subunidades de tubulina. Cuando se
han estudiado en un tubo de ensayo microtibulos purificados, se han podido
observar transiciones entre periodos prolongados de polimerizacién y despoli-
merizacion (Figura 16-32). Este comportamiento, llamado inestabilidad dindmi-
ca, juega un papel muy importante en el posicionamiento de los microtiibulos
en la célula, tal como discutiremos mas adelante.,

La hidrélisis de GTP puede explicar la inestabilidad dindmica
de los microtibulos individuales?®

La inestabilidad dindmica de los microtibulos necesita un aporte de energia
para equilibrar el balance quimico entre la polimerizacién y la despolimeriza-
cion —energia que proviene de la hidrélisis de GTP. El GTP se une a la subunidad
p-tubulina de la molécula de tubulina heterodimérica y, cuando la molécula de
tubulina se incorpora al extremo de un microtiibulo, esta molécula de GTP es hi-
drolizada a GDP. (La subunidad a-tubulina también transporta GTP, pero no
puede ser intercambiado por GTP libre y no es hidrolizado, por lo cual puede
considerarse como una parte fija de la estructura proteica de la tubulina.)

Se ha estudiado el papel de la hidrélisis del GTP en la polimerizacién de los
microtiibulos, utilizando andlogos no hidrolizables del GTP. Las moléculas de
tubulina que contienen estos andlogos no hidrolizables de GTP forman microtti-
bulos normalmente, lo cual indica que la unién del nucleétido es necesaria para
la polimerizacién del microtibulo, pero su hidrélisis no lo es. Sin embargo, es-
tos microtubulos son anormalmente estables y no se despolimerizan igual que
los microttibulos normales cuando la concentracién de tubulina en el fluido que los
rodea es menor o cuando se tratan con colchicina. Asf pues, aparentemente el
papel normal de la hidrélisis del GTP es el de permitir la despolimerizacién de
los microtiibulos debilitando las uniones entre las subunidades de tubulina.

Microtiibulos

Figura 16-31 Dindmicade los
microttibulos en una célula viva. Se ha
inyectado tubulina a un fibroblasto, que
ha sido ligada covalentemente a
rodamina, de manera que
aproximadamente una subunidad de
tubulina de cada 10 de la célula esta
marcada con el colorante fluorescente. Se
observa entonces la fluorescencia en un
extremo de la célula mediante un sistema
de imagen electronica extremadamente
sensible. Debajo de las micrografias se
muestran trazos que permiten ver los
microttibulos seleccionados mas
detalladamente. Podemos observar, por
ejemplo, como el microtibulo 1 crece
primero y luego se acorta rapidamente,
mientras que el microtibulo 4 crece
continuamente, (De P.J. Sammak y G.C.
Borisy, Nature 332:724-736, 1988. © 1988
Macmillan Journals Ltd.)

1|Turn_|1

extremo extremo
menos mas

Figura 16-32 Lainestabilidad dindmica
del crecimiento de los microtibulos.
Fluctuaciones de la longitud de un
microttibulo en una solucién de tubulina
pura observadas mediante microscopia de
campo oscuro video-amplificada. Se
recogieron imagenes del mismo
microtiibulo a intervalos de 1 0 2 minutos
y se presentaron siguiendo una secuencia
ordenada en la pantalla del monitor. Los
dos extremos del microtiibulo estuvieron
sometidos a ciclos de acortamiento y
alargamiento, de forma independiente,
siendo el extremo “mads” el que experi-
mento las mayores fluctuaciones. (De T.
Horio y H. Hotani, Nature 321:605-607,
1986. © 1986 Macmillan Journals Ltd.)
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Se cree que la inestabilidad dindmica es una consecuencia de la hidrdlisis re-
trasada del GTP después del ensamblaje de la tubulina. Cuando un microttibulo
crece rdpidamente, la incorporacion de moléculas de tubulina en el extremo del
polimero es mds rdpida que la velocidad de hidrélisis del GTP que transportan.
Esto implica la formacién de un “casquete” de GTP en el extremo del microttibulo
Yy, puesto que las moléculas de tubulina que contienen GTP se unen unas a otras
con mayor afinidad que las que contienen GDP, el casquete de GTP estimula al
microttibulo a continuar su crecimiento. Por el contrario, cuando un microttibulo
ha perdido su casquete de GTP —por ejemplo, si la velocidad de polimerizacion
baja lentamente- empezard a acortarse y luego tender4 a seguir acortandose.

En la Figura 16-33 se muestra un modelo esquematico de los cambios es-
tructurales que acompafian a la inestabilidad dindmica. Algunos principios ge-
nerales que pueden aplicarse tanto a los filamentos de actina como a los micro-
tibulos se discuten en el Panel 16-1, pdginas 882-883.

Las células pueden modificar la inestabilidad dindmica de sus microttibulos
para propésitos especificos. En cada fase M del ciclo celular, por ejemplo, la ra-
pidez con la que los microtiibulos se forman y se rompen se ve incrementada, de
forma que los cromosomas pueden ser ficilmente capturados por los micrott-
bulos en crecimiento y el huso mitético se forma con una gran rapidez (discuti-
do en el Capitulo 18). Contrariamente, cuando un célula se diferencia y adopta
una morfologfa definida, la inestabilidad dindmica de sus microtibulos se supri-
me mediante protefnas que se unen a los microtiibulos y los estabilizan, impi-
diendo su despolimerizacién. La capacidad de estabilizar a los microtiibulos en
una configuracién particular proporciona un mecanismo muy importante me-
diante el cual la célula puede organizar su citoplasma.

La inestabilidad dindmica de los microtiibulos proporciona
un principio organizador para la morfogénesis celular®'

En las células animales los microtiibulos citoplasmaticos tienden a irradiar en
todas direcciones a partir del centrosoma, donde estdn anclados sus extremos
“menos”. No obstante, la mayoria de las células animales estdn polarizadas, y el
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Figura 16-33 La hidrdlisis del GTP
después de la polimerizacién
desestabiliza los microtiibulos. El andlisis
del crecimiento y acortamiento de los
microtibulos in vitro sugiere el siguiente
modelo para la inestabilidad dindmica.
(A) La adicién de los heterodimeros de
tubulina transportando GTP a un extremo
del protofilamento provoca su
crecimiento en una conformacion lineal,
lo cual favorece el empaquetamiento en
la pared cilindrica del microtiibulo, es
decir, lo convierte en estabilizado. La
hidrolisis del GTP después del ensamblaje
cambia la conformacion de las
subunidades y el protofilamento tiende a
deformarse en un forma curvada que es
menos capaz de empaquetarse en la
pared del microtibulo. (B) En un
microtiibulo intacto, los protofilamentos
formados por subunidades que contienen
GDP son forzados a adoptar una
conformacién lineal mediante los
muchos enlaces laterales de la pared del
microtiibulo, especialmente en el
casquete estable de subunidades que
contienen GTP, La pérdida del casquete
de GTP permite que los protofilamentos
que contienen GDP se relajen y adopten
su conformacion curvada. Esto conduce a
una disrupcién progresiva del
microttibulo y al desensamblaje final de
los protofilamentos, formando dimeros
de tubulina libres.

“P“
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ensamblaje y desensamblaje de las moléculas de tubulina estdn controlados es-
pacialmente de manera que predomina la extensién de los microtiibulos hacia
regiones especificas de la célula. Se desconoce como se consigue esta distribu-
cién, pero se cree que los mecanismos dependen de la inestabilidad dindmica
de los microttibulos.

Hemos visto como in vitro los microtiibulos individuales tienden a existir en
uno de los dos estados posibles —de crecimiento regular o rdpido, y de desen-
samblaje “catastrdfico”- y que los microtibulos en las células también existen
en una de estas dos formas. La inestabilidad inherente de los microtibulos con-
tribuye a explicar c6mo pueden ser inducidos a crecer en direcciones especificas
de la célula —por ejemplo, hacia el borde frontal de avance de la célula que se
arrastra. La red de microtibulos que irradia a partir del centrosoma estd cam-
biando continuamente ya que crecen nuevos microtibulos y reemplazan a otros
que se estdn despolimerizando. Un microttibulo que crece desde un centrosoma
puede ser estabilizado si su extremo “mds” es estabilizado, o si se forma un cas-
quete, de manera que se impida su despolimerizacion. Si es recubierto por una
estructura de una region particular de la célula, se establecerd un punto de
unién relativamente estable entre esta estructura y el centrosoma. Asi pues, los
microtibulos originados en el centro organizador pueden estabilizarse selecti-
vamente por diferentes fenémenos en cualquier lugar de la célula. Se cree que la
polaridad celular estd determinada de esta manera, por medio de estructuras o
factores desconocidos localizados en regiones particulares del cértex celular que
“capturan” los extremos mads de los microtibulos (Figura 16-34).

Tal como discutiremos a continuacién, en muchas células la estabilizacién
inicial de los extremos mas de los microtiibulos se consolida, produciéndose
una polarizacién mds permanente de la misma.

Los microtiibulos sufren una lenta “maduraciéon”
como resultado de modificaciones post-traduccionales
de sus subunidades de tubulina??

Las subunidades de tubulina pueden ser modificadas covalentemente después
de su polimerizacién. Dos de estas modificaciones son especialmente interesan-
tes puesto que proporcionan una forma de reloj molecular, que puede usarse
para explicar cudnto tiempo ha transcurrido desde que un microtibulo determi-
nado ha polimerizado. Estas modificaciones son la acetilacién de la o-tubulina
en un residuo determinado de lisina y la eliminacién de un residuo de tirosina
del extremo carboxilo terminal de la a-tubulina. Ambas, acetilacién y destirosi-
nacion, son reacciones enzimdticas lentas que tienen lugar sélo en los microtu-
bulos y no se producen sobre moléculas de tubulina libres; ademds, su accién
revierte rapidamente cuando la molécula de tubulina se despolimeriza. Asi pues,
cuanto mads tiempo haga que un microtibulo particular ha polimerizado, mayor
serd el porcentaje de sus subunidades que estdn acetiladas y destirosinadas. Las
modificaciones tardan diversas horas en producirse, de forma que en los fibro-
blastos, donde los microttibulos se recambian rdpidamente, relativamente po-
cos de ellos estan modificados. Al contrario, en los axones de las células nervio-
sas, la mayoria de los microtiibulos son estables por lo que muchos de ellos se
hallan modificados.

Microtiibulos

Figura 16-34 La estabilizacion
selectiva de los microtiibulos puede
polarizar una célula. Un microtiibulo
acabado de formar sélo persistird si
sus dos extremos estdn protegidos de
la despolimerizacion. En las células,
los extremos menos de los
microtibulos generalmente estan
protegidos por los centros
organizadores, a partir de los cuales
crecen. Los extremos mads son
inicialmente libres pero pueden ser
estabilizados por otras proteinas. Aqui
por ejemplo en (A) se representa una
célula no polarizada con nuevos
microtibulos creciendo y
rompiéndose en todas direcciones. Los
haces de microtibulos encuentran
entonces estructuras hipotéticas en
una region especifica del cértex celular
que pueden unir (estabilizar) los
extremos mds de los microtiibulos (B).
La estabilizacién selectiva de estos
microtibulos, que sucede al encontrar
estas estructuras, comportard una
redistribucién rdpida de los haces de
microtibulos y convertird a la célula
en una forma polarizada (C y D).
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La acetilacion y la destirosinacién pueden ser detectadas mediante anti-
cuerpos especificos, y proporcionan un indicio titil de la estabilidad de los mi-
crotiibulos en aquellas células en que es dificil estudiar directamente la dindmi-
ca de los microttibulos. Se desconoce atin el papel de estas modificaciones, pero
se cree que proporcionan lugares de unién para proteinas especificas asociadas
a microtibulos que podrian estabilizar los microtiibulos maduros.

Las proteinas asociadas a microtiibulos (MAP) se unen a los
microtiibulos y modifican sus propiedades?

Mientras la modificacion post-traduccional de la tubulina marca ciertos micro-
tibulos como “maduros” y puede aumentar su estabilidad, las modificaciones
mads extendidas y versdtiles de los microtibulos son las conferidas por la unién
de otras proteinas. Estas proteinas asociadas a los microtiibulos (MAP, de Mi-
crotubule-Associated Proteins), acttian tanto estabilizando los microtiibulos
contra el desensamblaje como mediando su interaccién con otros componentes
celulares. Como cabria esperar de la diversidad de funciones de los microtiibu-
los, hay muchos tipos de MAP; algunas de ellas estdn ampliamente distribuidas
en la mayoria de células, mientras que otras se encuentran tan sélo en algunos
tipos celulares especificos.

Los dos principales tipos de MAP se pueden aislar a partir de cerebro, asocia-
das a microtiibulos: las proteinas HMW (proteinas de alto peso molecular, de High
Molecular Weight), que tienen pesos moleculares de 200 000 a 300 000 daltons o
mds; y las proteinas tau, de pesos moleculares entre 55 000 y 62 000 daltons. Am-
bos tipos de proteinas tienen dos dominios, y sé6lo uno de ellos se une a los micro-
tubulos; se cree que el otro dominio permite a los microtiibulos unirse a otros
componentes celulares (Figura 16-35). Puesto que este dominio de unién a los
microtiibulos se une simultdneamente a varias moléculas de tubulina no polime-
rizada, estas MAP aceleran in vitro el proceso de nucleacién durante la polimeri-
zacién de la tubulina. Mucho mas importante es el hecho que estas MAP inhiben
la disociacién de la tubulina de los extremos de los microtibulos, por lo cual estas
proteinas los estabilizan una vez formados. Anticuerpos contra la MAP-2 y contra
tau muestran que ambas protefnas se unen a lo largo de toda la extensién de los
microttibulos citoplasmaticos.

Se han aislado muchas otras MAP. Algunas actian como componentes es-
tructurales y proporcionan uniones permanentes con otros componentes celu-
lares, incluyendo otras partes del citoesqueleto. Otras son motores microtubula-
res, y utilizan la energia que proporciona la hidrélisis del ATP para desplazarse a
lo largo de los microtiibulos, tal y como discutiremos mds adelante.

Las MAP colaboran en la generacién de regiones citoplasmadticas
funcionalmente distintas®*

Muchos tipos celulares estabilizan especificamente los microtibulos en regio-
nes especializadas del citoplasma. Un ejemplo especialmente bien estudiado es

microtubulo

MAP-2

(A) 100 nm (B)
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Figura 16-35 Una proteina asociada
a los microtiibulos.

(A) Electronmicrografia que muestra
los brazos laterales distribuidos
uniformemente a lo largo de un
microtiibulo, y formados por una gran
proteina asociada a los microtiibulos
(denominada MAP-2) aislada a partir
del cerebro de los vertebrados.
Porciones de la proteina se proyectan
hacia el exterior del microtiibulo,
€Omo Se muestra esquematicamente
en (B). (Micrografia electrénica por
cortesia de William Voter y Harold
Erickson.)




el de las células nerviosas, que disponen de dos tipos de apéndices —axones y den-
dritas. Los axones, uniformes en cuanto a su didmetro y que pueden tener varios
centimetros de longitud, son los responsables de la propagacién de las sefiales
eléctricas a partir del soma celular, mientras que las dendritas, que se distribuyen
radialmente a partir del soma celular y que raramente sobrepasan los 500 ym de
longitud, son las responsables de recibir la informacion eléctrica de otras neuro-
nas y retransmitirla al soma celular. La mayorfa de células nerviosas disponen de
varias dendritas pero tienen solamente un tinico axén (véase Figura 11-20).

Ambos, axones y dendritas, estan formados por microtiibulos, aunque con
disposiciones distintas. En los axones, los microtiibulos son muy largos y todos
estdn orientados con su extremo “mads” alejado del cuerpo celular. En las dendri-
tas, los microtiibulos son mds cortos y su polaridad es mixta: algunos de los ex-
tremos “mds” se alejan del cuerpo celular, mientras que otros dirigen su extremo
“mads” hacia este cuerpo celular. Cuando se estudia la distribucion de las MAP en
neuronas cultivadas mediante anticuerpos especificos, se observa como ciertas
formas de la proteina tau se encuentran solamente en los axones; por otro lado,
la MAP-2 se encuentra sélo en las dendritas y en el soma celular y estd totalmen-
te ausente en los axones (Figura 16-36). Axones y dendritas se diferencian tam-
bién en otros aspectos: por ejemplo, en las dendritas y en el soma celular, pero
no en los axones, se encuentran las moléculas de mRNA, los ribosomas y algu-
nos tipos de canales i6nicos mientras que ciertos tipos de moléculas implicadas
en la adhesién celular y los canales de sodio implicados en la generacién de po-
tenciales de accién estdn localizados selectivamente en los axones. De este
modo tanto el citoplasma como la membrana plasmatica de las células nervio-
sas se dividen en compartimientos axonales y dendriticos. Estos compartimien-
tos en una célula individual se diferencian de los compartimientos delimitados
por membrana, tales como el reticulo endoplasmadtico o las mitocondrias, en
que no estdn separados los unos de los otros por membranas; de hecho, la dife-
rencia radica en la organizacién estructural y en los tipos de proteinas que se en-
cuentran presentes.

La formacién de los axones y de las dendritas durante la diferenciacién de
las células nerviosas se discute en el Capitulo 21. Aunque todavia no conocemos
cémo se compartimentan el citoplasma y la membrana plasmatica de una célula
nerviosa, las MAP podrian ser esenciales en este proceso. Cuando se inhibe la
produccion de la proteina tau en neuronas cultivadas mediante tratamiento con
oligonucledtidos antisentido especificos, se suprime la formacién de los axones
mientras que no se ve afectada la de las dendritas. Contrariamente, cuando célu-
las no neuronales son manipuladas genéticamente de manera que se expresa en
ellas la proteina tau (que normalmente se expresa solamente en las células ner-
viosas), forman largos apéndices parecidos a los axones, que estan formados por
haces de microtiibulos dispuestos con sus extremos “mds” partiendo hacia fuera
del cuerpo celular, al igual que en las células nerviosas.

Debido a que diferentes componentes de la célula se desplazan en distintas
direcciones a lo largo de los microttibulos, se puede postular que una diferencia
inicial en la polaridad de los microtiibulos estd generada por la distribucién dife-
rencial de las MAP, que comportard una diferencia posterior entre axones y den-
dritas. Las vesiculas secretoras, por ejemplo, se desplazan hacia el extremo mas
de los microtibulos y son transportadas desde el axdn hasta los terminales ner-
viosos donde desarrollan su funcién; contrariamente, si los ribosomas y los
mRNA se desplazan hacia el extremmo menos de los microtibulos, podrian ser ex-
cluidos de los axones.

La quinesina y la dineina dirigen el movimiento
de los orgdnulos a lo largo de los microtibulos®

A menudo ocurre que la aparicién de una nueva técnica experimental ha com-
portado avances muy importantes en la biologfa celular. Con la microscopia 6p-
tica video-amplificada se ha mejorado la capacidad de observacion de objetos

Microtiibulos

Figura 16-36 Un ejemplo dela
compartimentacién citoplasmdtica
de una célula nerviosa. Esta
micrografia muestra la distribucién de
la proteina tau (verde) y de la MAP-2
(naranja) en una neurona de
hipocampo, en cultivo. Mientras que
tau se encuentra confinada al axén,
MAP-2 se encuentra localizada en el
soma celular y en las dendritas. El
anticuerpo que se ha utilizado para
detectar tau se une tinicamente a tau
desfosforilada, que se encuentra en el
axon; otros datos muestran que tau
fosforilada también puede encontrarse
en las dendritas. (Por cortesia de James
W. Mandell y Gary A. Banker.)

871




extremo mas

extremo menos

cadenas
pesadas

cadenas

ligeras 10 nm

(A) quinesina dineina (B) P Ch

débiles y diminutos, lo cual ha conducido al descubrimiento de los motores de
los microttibulos responsables del transporte de los orgdnulos. Cuando fue posi-
ble visualizar los microtiibulos simples en un espécimen no fijado, los investiga-
dores pudieron seguir el movimiento de los orgdnulos y otras particulas a lo lar-
go de los microtiibulos in vitro. Alternativamente, pudieron observar y medir el
deslizamiento de microtibulos individuales sobre superficies de cristal recu-
biertas con extractos celulares.

Estos estudios in vitro sirvieron para identificar y aislar dos tipos de protei-
nas motoras dependientes de microtiibulos -las quinesinas y las dineinas cito-
plasmdticas. Las dinefnas citoplasmadticas estan implicadas en el transporte de
los orgdnulos y en la mitosis y estdn muy intimamente relacionadas con la dinei-
na ciliar, proteina motora de los cilios y flagelos (se discute mds adelante). Las
quinesinas son mucho mads diversas que las dinefnas; algunos miembros de esta
familia estdn implicados en el transporte de los orgdnulos en la mitosis y en la
meiosis y en el transporte de las vesiculas sindpticas a lo largo de los axones.
Tanto las dineinas citoplasmaticas como las quinesinas estan formadas por dos
cadenas pesadas y algunas cadenas ligeras. Cada cadena pesada contiene una
cabeza globular muy conservada de unién al ATP y una cola formada por domi-
nios a modo de varillas. Las dos cabezas globulares son motores ATPasa que se
unen a los microtiibulos, mientras que las colas generalmente se unen a compo-
nentes celulares especificos, determinando asf la carga que cada proteina trans-
porta (Figura 16-37).

La velocidad y la direccién de desplazamiento a lo largo
de los microtiibulos son especificos del dominio globular
de las proteinas motoras?®

La mayorfa de protefnas motoras conocidas se mueven unicamente en una di-
reccion a lo largo de los microttibulos ~hacia su extremo mds o hacia su extremo
menos. Esta direccionalidad se puede analizar in vitro si se permite que bolas de
poliestireno recubiertas con protefnas motoras se desplacen a lo largo de micro-
tibulos polimerizados en centrosomas. Los microttibulos asi dispuestos tienen
su extremo més dirigido hacia al exterior y es fécil determinar la direccién del
movimiento con un microscopio 6ptico. Mientras que las bolas de poliestireno
que han sido recubiertas con extractos crudos de citoplasma se mueven en am-
bas direcciones, las que han sido recubiertas con quinesina aislada de axones se
mueven Unicamente hacia el extremo mds de los microtibulos. Al contrario, bo-
litas recubiertas con dineinas citoplasmaticas se mueven hacia los extremos me-
nos de los microtibulos, embebidos en el centrosoma.

Estudios con axones nerviosos intactos han confirmado los resultados ob-
tenidos en los experimentos in vitro: la quinesina conduce, principalmente, el
movimiento de los organulos hacia el exterior del soma celular, mientras que la
dineina citoplasmatica conduce el movimiento de los orgdnulos desde los extre-
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Figura 16-37 Protefnas motoras de
los microtiibulos. Las quinesinas y las
dinefnas citoplasmadticas son proteinas
motoras de los microttibulos que
generalmente se desplazan en
direcciones opuestas a lo largo de un
microttibulo (A). Estas proteinas (aqui
dibujadas a escala) son complejos
compuestos por dos cadenas pesadas
idénticas y algunas cadenas ligeras
mads pequefias. Cada cadena pesada
forma una cabeza globular que une la
proteina a los microttibulos de forma
dependiente de ATP. (By C)
Electronmicrografias de grabado

por congelacién de una molécula

de quinesina (B) y de una molécula de
dineina citoplasmatica (C). Mientras la
quinesina y la dineina citoplasmdtica
tienen dos cabezas, la dinefna ciliar
(D) tiene tres. (véase Figura 16-44).
(Las micrografias electronicas de
grabado por congelacién fueron
preparadas por John Heuser.)
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mos del terminal nervioso hacia el soma celular (Figura 16-38). La dineina cito-
plasmatica se sintetiza, igual que el resto de proteinas, en el soma celular nervio-
s0, y entonces debe ser transportada en un estado no funcional hacia el terminal
nervioso antes de que empiece su funcién transportando orgdnulos de regreso al
cuerpo celular,

Sorprendentemente no todas las quinesinas desplazan los orgdnulos hacia
el extremo mds de los microtibulos. Por ejemplo en Drosophila, una quinesina
llamada Ncd, que es necesaria para la meiosis normal, se diferencia de la quine-
sina axonal tanto en la direccién como en la velocidad a la que se desplaza a lo
largo de los microtiibulos: mientras que la quinesina axonal se dirige hacia el ex-
tremo mds a una velocidad aproximada de 2 pm/segundo, la proteina Ncd lo
hace hacia el extremo menos a 0,1 pm/segundo, aproximadamente,

Se desconoce el mecanismo mediante el cual estas proteinas convierten la
energia de la hidrdlisis del ATP en movimiento vectorial. Serdn necesarios estu-
dios estructurales mas detallados para determinar como las cabezas globulares
tan intimamente relacionadas de estas protefnas pueden desplazarse en direc-
ciones opuestas a lo largo de los microtiibulos y quizds esto aporte algtin conoci-
miento sobre el proceso de transduccién de energia.

Resumen

Los microtiibulos son polfmeros rigidos de moléculas de tubulina. El ensamblaje se
produce mediante la adicién al extremo libre de los microtiibulos de moléculas de
tubulina que contienen GTP y que disponen de un extremo (el extremo “mds”) que
crece mds rdpidamente que el otro extremo (el “menos”) . Después del ensamblaje se
produce la hidrdlisis del GTP y debilita los enlaces que mantienen unidos a los mi-
crotiibulos. Los microtiibulos de crecimiento lento son muy inestables y estdn suje-
tos a un desensamblaje catastrdfico; pueden estabilizarse dentro de la célula si se
asocian con otras estructuras que recubren sus dos extremos. Los centros organiza-
dores de microtiibulos, tales como los centrosomas, protegen los extremos menos y
continuamente nuclean nuevos microtiibulos, que crecen en todas direcciones. Si
un microtiibulo encuentra una estructura que estabiliza su extremo “mds” libre,
serd selectivamente retenido, mientras que otro microtiibulo se despolimerizard. Se
cree que este proceso selectivo determina la posicién de los haces de microtiibulos
dentro de la célula.

Las subunidades de tubulina de los microtiibulos que han sido selectivamente
estabilizadas se modifican mediante acetilacidn y destirosinacion. Se cree que estas
alteraciones marcan a los microtiibulos como “maduros” y proporcionan lugares
de union para las proteinas especificas de union a los microtiibulos (MAP), lo cual
también estabiliza al microtiibulo frente al desensamblaje. Las proteinas motoras
microtubulares constituyen una clase importante de MAP que utilizan la energia
de la hidrélisis del ATP para desplazarse unidireccionalmente a lo largo de los mi-
crotiibulos, llevando una carga especifica. En general, las dineinas desplazan su

Microtiibulos

Figura 16-38 Transporte vesicular en

dos direcciones. La quinesina y la

dineina citoplasmadtica transportan su

carga en direcciones opuestas a lo

largo de los microtiibulos, tal y como
se muestra en un fibroblasto (A) y en el

axdén de una neurona (B).
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carga hacia los extremos menos de los microtiibulos, mientras que la mayoria de
las quinesinas lo hacen hacia los extremos mds. Estas proteinas motoras son las
responsables de la organizacion espacial y del movimiento dirigido de los orgdnu-
los del citoplasma.

Cilios y centriolos®

El batido de los cilios es una de las formas del movimiento celular mds estudia-
das. Los cilios son evaginaciones delgadas, a modo de pelos, de unos 0,25 pm de
diagmetro, con un haz de microtiibulos en su interior; sobresalen desde la super-
ficie de muchos tipos celulares y se encuentran en la mayorfa de especies ani-
males, muchos protozoos, y algunas plantas inferiores. Su principal funcion es-
triba en desplazar fluidos sobre la superficie de la célula o en propulsar a una
célula aislada a través de un liquido. Los protozoos, por ejemplo, utilizan los ci-
lios tanto para capturar particulas alimenticias como para la locomoci6n. En las
células epiteliales del tracto respiratorio humano, grandes cantidades de cilios
(10°/cm? o mds) trasladan hacia la boca capas de mucus que contienen particu-
las atrapadas de polvo o células muertas. En la boca son engullidas y eliminadas.
Los cilios participan en el proceso de trasladar los oocitos a lo largo del oviducto.
Una estructura relacionada, el flagelo, propulsa el espermatozoide humano.

Los cilios se mueven por el batido de un axonema —un complejo
haz de microtiibulos®

Los campos de cilios se inclinan siguiendo ondas coordinadas, unidireccionales
(Figura 16-39). El movimiento de cada cilio es semejante al de un latigo: un gol-
pe activo hacia adelante, durante el cual el cilio estd totalmente extendido y es
capaz de ejercer una fuerza maxima sobre el liquido circundante, seguido de
una fase de recuperacién, durante la cual el cilio recupera su posicién original
gracias a un movimiento de desenrollamiento que minimiza la resistencia visco-
sa (Figura 16-40A). Los ciclos de los cilios adyacentes son casi sincrénicos, aun-
que no los son totalmente. Este sincronismo da lugar a unos patrones parecidos
a olas, que se pueden observar al microscopio 6ptico.

El tinico flagelo de los espermatozoides y de muchos protozoos es muy pa-
recido a los cilios en cuanto a su ultraestructura interna, pero normalmente los
flagelos son mucho mds largos que los cilios. Los flagelos no presentan un movi-
miento parecido al de un latigo, sino que generalmente propagan ondas casi si-
nusoidales (Figura 16-40B). Sin embargo, la base molecular de su movimiento es
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Figura 16-39 Cilios.
Electronmicrograffa de barrido de un
area ciliar del intestino de un gusano
marino. (De J.S. Mellor y ].S. Hyams,
Micron 9:91-94, 1978, © 1978, con
autorizacion de Pergamon Press Ltd.)
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Figura 16-40 Contraste entre los movimientos de batido de un cilio y de un
flagelo. (A) El batido de un cilio de una célula epitelial del tracto respiratorio
humano parece una brazada de un nadador. El golpe de una brazada
(estadios 1 y 2), durante el cual el fluido es empujado sobre la superficie de la
célula, va seguido de un lento movimiento de recuperacion (estadios 3, 4 y 5).
Tipicamente, cada ciclo tarda entre 0,1 y 0,2 segundos y genera una fuerza
perpendicular al eje del axonema. Para efectos comparativos en (B) se
muestra el movimiento ondulante del flagelo de un espermatozoide de un
tunicado. La célula se fotografié sobre una pelicula en movimiento con una
iluminacién estroboscépica de 400 destellos por segundo. Nétese que las
ondas de amplitud constante se desplazan desde la base del flagelo hasta su
punta. Entonces, la célula es empujada directamente desde su axonema, un
efecto muy diferente del que produce un cilio. (B, por cortesia de C.].
Brokaw.)

la misma que la de los cilios. Los flagelos de las bacterias, sin embargo, (descri-
tos en el Capitulo 15) son completamente diferentes a los cilios y a los flagelos de
las células eucariotas.

El movimiento de un cilio o de un flagelo esta producido por la flexién de su
eje, llamado axonema. El axonema estd formado totalmente por microtiibulos y
por sus proteinas asociadas. Los microtiibulos estdn modificados y se hallan dis-
puestos siguiendo un patrén cuyo aspecto curioso y caracteristico fue una de las
mas notables revelaciones de los inicios de la microscopia electrénica: nueve
dobletes de microtiibulos especiales estdn dispuestos en circulo alrededor de un
par de microtiibulos sencillos (Figura 16-41). Esta disposicién de “9 + 2” es ca-
racteristica de casi todas las formas de cilios y de flagelos eucariotas, desde los
protozoos hasta los que existen en los humanos. Los microttibulos se extienden
ininterrumpidamente en toda la longitud del axonema, que suele ser de 10 pm,
aunque en algunas células puede alcanzar los 200 pm.

Cada miembro del par de microtibulos sencillos (el par central) es un mi-
crotiibulo completo pero cada uno de los dobletes exteriores estd compuesto
por un microtibulo completo y un microtibulo parcial fusionados, de tal forma
que ambos comparten una pared comun. En secciones transversales, cada mi-

espina radial __ 4

vaina interior - §

par central de
microtubulos
sencillos

membrana plasmética —

(A) (B)

100 nm

doblete externo de microtibulo

Figura 16-41 La disposicién de los microtiibules en un cilio o en un flagelo.
(A) Electronmicrografia que muestra una seccién transversal del flagelo de un
alga verde (Chlamydomonas) en la que se puede observar la disposicién
caracteristica de “9 + 2" de los microtiibulos. (B) Diagrama de las partes. Las
diversas proyecciones de los microtiibulos los mantienen unidos y se
producen a intervalos regulares a lo largo del axonema. (A, por cortesia de
Lewis Tilney.)
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Figura 16-42 Microtiibulo deslizdndose en un axonema. Electronmicrografia
de un axonema aislado (a partir de un cilio de Tetrahymena) que ha sido
brevemente expuesto a la enzima proteolitica tripsina para romper las
uniones proteicas que normalmente lo mantienen unido, Tras el tratamiento
con ATP, los distintos dobletes de microtiibulos se deslizan unos respecto a
los otros, tal y como se muestra esquemdticamente en la Figura 16-43A.
Como hay nueve dobletes de microtiibulos en el axonema, la estructura
original puede alargarse hasta nueve veces su longitud inicial. (De F.D.
Warner y D. R. Mitchell, J. Cell Biol. 89:35-44, 1981. Reproducido con permiso
de copyright de The Rockefeller University Press.)

crotiibulo aparece formado por un anillo de 13 subunidades, mientras que el tu-
bulo incompleto de los dobletes exteriores estd formado sélo por 11 subunida-
des.

La dine\ﬁa dirige el movimiento de los cilios y de los flagelos®

Los microtiibulos del axonema estdn asociados a numerosas proteinas, que se
encuentran en posiciones regulares a lo largo de los microtibulos. Algunas sir-
ven como puntos de unién que mantienen juntos los haces de microtibulos.
Otras generan fuerzas que dirigen el movimiento de flexion, mientras que otras
forman un sistema de transmisién activado mecdnicamente que controla el mo-
vimiento, produciendo la forma de onda deseada. La mds importante de estas
protefnas accesorias es la dinefna ciliar, cuyas cabezas interaccionan con los
microtiibulos adyacentes y generan una fuerza de deslizamiento entre microtu-
bulos. A causa de las muiltiples uniones que mantienen unidos los dobletes de
microtiibulos adyacentes, lo que serfa un movimiento deslizante entre microtu-
bulos libres (Figura 16-42) se convierte en un movimiento de flexién en el cilio
(Figura 16-43).

Como la dinefna citoplasmatica, la dineina ciliar tiene un dominio motor
que hidroliza ATP para desplazarse a lo largo del microtiibulo hacia su extremo
menos, y una cola que transporta la carga, la cual en este caso es un microtiibulo
adyacente. La dineina ciliar es considerablemente mds larga que la dineina cito-
plasmatica, tanto en la medida de sus cabezas pesadas como en el niimero y
complejidad de sus cadenas polipeptidicas. En los flagelos del alga verde unice-
lular Chlamydomonas, por ejemplo, la dineina estd formada por 2 o 3 cadenas
pesadas (hay muiltiples formas de dineina en los flagelos) y 10 o mds polipépti-
dos més pequefios (Figura 16-44). Podemos observar cémo la cola de la dineina
ciliar se une sélo al tiibulo A y no al tibulo B, que tiene una estructura ligera-
mente distinta. Esta asimetria, resultado de la disposicién de las moléculas de
dinefna, es necesaria para prevenir una lucha de “estirar la cuerda” sin sentido

(A) DESPUES DE LA PROTEOLISIS: (B) ESTRUCTURA INTACTA: FLEX|0N

DESPLAZAMIENTO TELESCOPICO
dobletes libres los dobletes dobletes unidos el deslizamiento de
(los puentes cruzados se deslizan de un cilio mediante los dobletes provoca
se han eliminado puentes cruzados la flexion de la
mediante proteolisis) estructura
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Figura 16-43 Flexién de un axonema.
(A) Si las protefnas que mantienen
unidos los dobletes son eliminadas
mediante proteolisis, el deslizamiento
de los dobletes de microtiibulos
externos, unos respecto a los otros,
provoca el alargamiento del axonema.
(B) Silos dobletes se encuentran
unidos entre sf, el axonema se flexiona.
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entre microtibulos vecinos, lo cual posiblemente explicaria por qué cada uno de
los nueve microtiibulos externos es un doblete A-B.

Cilios y flagelos crecen a partir de corptisculos basales que estdn
muy intimamente relacionados con los centriolos®

Si los dos flagelos del alga verde Chlamydomonas se separan de la célula, vuel-
ven a formarse rdpidamente por elongacién a partir de unas estructuras llama-
das corpiisculos basales. Los corpusculos basales poseen la misma estructura
que los centriolos que encontramos inmersos en el centro de los centrosomas
animales. De hecho, en algunos organismos, corpusculos basales y centriolos
parecen tener funciones intercambiables: durante cada una de las mitosis en
Chlamydomonas, por ejemplo, los flagelos son reabsorbidos y los corpisculos
basales se mueven hacia el interior de la célula y se convierten en los generado-
res de los polos del huso mitético.

‘Centriolos y corptisculos basales son estructuras cilindricas de aproximada-
mente 0,2 pm de ancho y 0,4 pm de longitud. La pared del centriolo estd forma-
da por nueve grupos de tres microttibulos, distribuidos en tripletes. Cada triple-
te estd inclinado hacia el eje central, como las aletas de una turbina (Figura
16-45). Los tripletes adyacentes estdn unidos a intervalos a lo largo de su longi-
tud. En electronmicrografias se pueden observar finos radios proteicos irradiando
desde un nicleo central hasta cada triplete y dando lugar a un patrén semejante a
una rueda de carro (véase Figura 16-45A).

(A) | tal]
100 nm

Figura 16-45 Corpiisculos basales. (A) Electronmicrografia de una seccion
transversal a través de tres centriolos del cortex de un protozoo. (B) Diagrama
de un corpiisculo basal visto lateralmente. Cada corpusculo basal constituye la
porcién inferior de un axonema ciliar, y estd formado por nueve tripletes de
microtiibulos, cada uno de los cuales tiene un microtiibulo completo (el tiibulo
A) fusionado con dos microttibulos incompletos (los tiibulos B y C). Otras
proteinas [marcada en rojo en (B)] forman puentes que mantienen unida la
disposicidn cilindrica de microtiibulos, La estructura del centriolo es
esencialmente la misma. (A, por cortesia de D.T. Woodrow y R.W. Linck.)

Cilios y centriolos

(B) 1 |
100 nm

Figura 16-44 La dineina ciliar. La
dineina ciliar es un gran complejo
proteico (cerca de 2 millones de
daltons) compuesto por entre 9y 12
cadenas polipeptidicas, la mayor de las
cuales tiene unos 512 000 daltons.

(A) Se cree que las cadenas pesadas
constituyen la mayor parte de la
cabeza globular y de los dominios del
tallo, y muchas de las cadenas mds
pequenas se encuentran agrupadas
alrededor de la base del tallo. La base
de la molécula se une fuertemente a
un microtibulo A, a través de una
reaccion dependiente de ATP,
mientras que las cabezas globulares
mayores tienen un lugar de unién
dependiente de ATP para un
microtiibulo B (véase Figura 16-41).
Cuando las cabezas hidrolizan el ATP
que tienen unido, se desplazan hacia
el extremo menos de este segundo
microttibulo, produciendo asi una
fuerza de deslizamiento entre los
dobletes de microtiibulos adyacentes
de un cilio o de un flagelo (véase
Figura 16-43). Aqui se ilustra la forma
de tres cabezas de la dinefna ciliar,
formada por tres cadenas pesadas.
(B) Electronmicrograffa de un cilio
sometido a criofractura, mostrando los
brazos de dineina proyectdndose a
intervalos regulares a partir de los
dobletes de microttibulos. (B, por
cortesia de John Heuser.)
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Durante la formacién o regeneracién del cilio, cada doblete de microtiibulos
del axonema crece a partir de dos de los microtibulos del triplete del corpiisculo
basal, de manera que se preserva la simetria nonagonal de los microttibulos del
axonema ciliar. Los estudios autorradiogrdficos sugieren que la incorporacién
de tubulina y de otras proteinas del axonema tiene lugar en la punta distal de la
estructura, en el extremo mas de los microtibulos. Se desconoce cémo se forma
el par central de microtibulos aislados del axonema, ya que en el centriolo y en
los corptisculos basales no existe ningtin par central.

Se desconoce como se determina la longitud de los cilios y de los flagelos. La
longitud es constante para unas células determinadas, y no estd limitada por
la disponibilidad de componentes o por la cinética del alargamiento. Si separa-
mos uno de los dos flagelos de Chlamydomonas, por ejemplo, el flagelo restante
empieza a reabsorberse mientras que, simultdneamente, el flagelo perdido se
regenera, Una vez el flagelo que se reabsorbe alcanza la misma longitud que el
flagelo que se regenera, los dos crecen juntos hasta conseguir la longitud final
caracteristica. Este experimento sugiere que la longitud flagelar estd constante-
mente controlada de la misma forma (Figura 16-46).

Los centriolos suelen aparecer por duplicacién
de los centriolos preexistentes®

El incremento continuo de la masa celular a lo largo de todo el ciclo celular ani-
mal presenta dos acontecimientos discretos de duplicaci6n: la replicacién del
DNAy la duplicacion del centrosoma, que normalmente tiene un par de centrio-
los en su interior. Los dos centriolos del par estdn dispuestos perpendicularmen-
te uno respecto al otro (Figura 16-47). En los fibroblastos en cultivo la duplica-
cién del centriolo empieza casi al mismo tiempo que empieza la sintesis de
DNA: primero se separan los dos miembros de un par y entonces se forma un
centriolo hijo perpendicular a cada centriolo original (véase Figura 18-4). Un
centriolo inmaduro muestra una disposicién en simetria nonagonal de microtti-
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Figura 16-46 Lalongitud del flagelo
estd controlada mediante un proceso
activo. (A) Cuando se separa
fisicamente uno de los flagelos (aspa
azul), empieza a crecer mediante
polimerizacién a partir del corpiisculo
basal (rojo). Al mismo tiempo, el
flagelo restante empieza a
reabsorberse. Cuando ambos miden la
mitad de su longitud original,
empiezan a crecer juntos. El
crecimiento se detiene cuando ambos
flagelos han conseguido la longitud
final, cuidadosamente especificada.
(B) Fotografia en color del alga
Chlamydomonas, donde el color
anaranjado es el resultado de la
autofluorescencia de la clorofila y el
verde proviene de la unién de un
anticuerpo fluorescente contra una
proteina de la membrana plasmatica.
(B, por cortesia de Robert A.
Bloodgood.)

Figura 16-47 Electronmicrografia
mostrando un par de centriolos
recién replicados. Un centriolo de
cada par ha sido cortado
transversalmente y el otro cortado en
sentido longitudinal, lo cual indica que
los dos miembros de cada par estdn
colocados formando un dngulo recto.
(De M. McGill, D.P. Highfield, T.M.
Monahan, and B.R. Brinkley, J.
Ultrastruct. Res. 57:43-53, 1976.)



las hileras de cilios baten todas

PARAMECIUM NORMAL

las hileras de cilios invertidas baten
en direcciones opuestas

‘/{f.p".:( i(';"/'[
20 ym PARAMECIUM ALTERADO
(A) (B)

bulos sencillos; probablemente cada microtibulo actiia como plantilla para el
ensamblaje de los tripletes de microtibulos tipicos de los centrfolos maduros.

Los dos centriolos que forman un par no son idénticos: el centriolo hijo no sola-
mente tiene una orientacién distinta sino que también se diferencia en detalles con-
cretos de su morfologfa y de su funcién. En muchos tipos celulares de los vertebra-
dos, por ejemplo, uno de los dos centriolos se distingue por su capacidad para
nuclear el llamado cilio primario —cilio aislado inmévil cuya funcién es desconocida.

Estas diferencias padres/hijos también se presentan en los corpusculos basales,
lo cual puede conducir a las asimetrfas del citoesqueleto. En los protozoos ciliados,
la replicacién de los corptisculos basales estd coordinada con la divisién celular y
se cree que la estereoespecificidad del proceso de duplicacién puede ser impor-
tante para mantener la orientacion del cilio en la superficie celular. Esto fue clara-
mente demostrado en un experimento cldsico llevado a cabo durante los afios
1960 en Paramecium, protozoo cuya superficie esta cubierta por hileras de cilios
moviles. Normalmente, todas las hileras estdn alineadas con la misma polaridad a
través de la replicacién coordinada de los corpiisculos basales, los cuales producen
corpusculos basales hijos con la misma orientacién relativa respecto a la supetficie
celular. Los haces de cilios que crecen a partir de los corpiisculos basales propor-
cionan a la célula la capacidad para nadar con una gran eficiencia. Mediante expe-
rimentos de microinyeccién, es posible alterar este patrén y producir hileras de ci-
lios invertidos que baten en direcciones opuestas a las de sus vecinos (Figura
16-48). Una vez establecidas, estas alteraciones pasan de padres a hijos en el Para-
mecium durante mds de 100 generaciones. Este tipo de herencia no tiene nada que
ver con el DNA: las células modificadas heredan un patrén particular de hileras de
cilios gracias a la replicacién estereoespecifica de sus corptisculos basales.

Resumen

El axonema del cilio y del flagelo eucariota contiene un haz cilindrico de nueve do-
bletes de microtiibulos periféricos. Entre los dobletes de microtiibulos adyacentes se
extienden brazos laterales de dineina que hidrolizan ATP y generan fuerza de desli-
zamiento entre los dobletes. Diversas proteinas accesorias mantienen unido el anillo
de dobletes de microtiibulos y convierten la fuerza de deslizamiento en un movi-
miento inclinado que genera el batido de los cilios. La compleja estructura del axo-
nema ciliar se forma por un autoensamblaje de sus componentes proteicos y estd nu-
cleada por un centriolo (corpiisculo basal), que sirve de plantilla para el patrén
caracteristico de 9 + 2 microtiibulos que forman el niicleo del axonema. Los centrio-
los se duplican mediante un proceso altamente controlado en el cual el centriolo
hijo se nuclea a partir de un centriolo padre que se encuentra a su lado Y crece per-
pendicularmente a él. La replicacién orientada de los corpiisculos basales comporta
un patron heredable de batido de los cilios en la superficie de protozoos ciliados.

Cilios y centriolos

Figura 16-48 Herencia cortical del
patrén en un protozoo ciliado.

(A) Electronmicrografia de barrido de
un Paramecium, que nada mediante el
batido sincrénico de sus cilios.

(B) Dibujo esquemdtico de las hileras
de cilios de la superficie de un
Paramecium normal y de un
Paramecium en el que se han invertido
algunas hileras de cilios, con lo cual
baten en direcciones opuestas. Estos
patrones alterados se propagan
indefinidamente mientras el
Paramecium se divida, aunque la
informaci6n a nivel de DNA no haya
cambiado. (A, por cortesfa de Sidney
Tamm.)
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molécula de actina

Filamentos de actina®
extremo menos :
Todas las especies eucariotas contienen actina. Esta proteina del citoesqueleto
es la protefna mas abundante en muchas células eucariotas, y a menudo consti-
tuye el 5% o mds de la proteina celular total. Las fibras del miisculo esquelético
de los vertebrados son la fuente mds comiin de actina para los experimentos que
se realizan in vitro, puesto que la actina constituye el 20% de su masa. Si se trata
polvo seco de musculo con una solucién salina muy diluida, los filamentos de
actina se disocian en sus subunidades de actina. Cada molécula de actina es un
tnico polipéptido de 375 aminodcidos de longitud y estd asociada muy intima-
mente con una molécula de ATP.

En las células los filamentos de actina pueden formar estructuras estables y
estructuras ldbiles. Los filamentos estables de actina forman el eje de los micro-
villi y son un componente crucial del aparato contrdctil de las células muscula-
res. Sin embargo, muchos de los movimientos celulares dependen de estructu-
ras labiles formadas por filamentos de actina. Dedicaremos esta seccion a ver
c6mo la célula controla el ensamblaje de los filamentos dindmicos de actina a
partir de subunidades de actina solubles en el citosol.

37 nm

extremo mas

Los filamentos de actina son delgados y flexibles*?

En las electronmicrografias los filamentos de actina aparecen como hebras de8 A i B
nm de didmetro. Estdn formados por una apretada hélice de mondmeros de ac- Figura 16-49 Filamentos de actina.
tina orientados uniformemente (también conocida como actina globular, 0 acti- () glectronmicrografia de filamentos
na G) (Figura 16-49). Al igual que los microtibulos, un filamento de actina €s  de actina contrastados negativamente.
una estructura polar, con dos extremos estructuralmente distintos ~un extremo  (B) Disposicién helicoidal de las
“menos”, relativamente inerte y de crecimiento lento y un extremo “mds”, de  moléculas de actina en un filamento.
crecimiento rédpido. A causa de la apariencia de flecha del complejo formado en- (A, por cortesia de Roger Craig.)
tre los filamentos de actina y la proteina motora miosina, que describiremos
mas adelante, el extremo menos se conoce también como el extremo en punta y
el extremo més como extremo ancho o barbado. La estructura tridimensional de
la molécula de actina ha sido analizada mediante anadlisis de difraccién de rayos
X, y esta informacién ha sido utilizada para deducir la estructura de un filamen-
to de actina a nivel de sus aminodcidos individuales (Figura 16-50).
Algunos eucariotas inferiores, como las levaduras, tienen un unico gen para
la actina, que codifica una tnica proteina. Sin embargo, todos los eucariotas su-
periores tienen algunas isoformas codificadas por una familia de genes de acti-
na. Al menos hay seis tipos distintos de actina en los tejidos de los mamiferos; se
agrupan en tres clases, dependiendo de su punto isoeléctrico. Las alfa actinas se
encuentran en diversos tipos de miisculo, mientras que las beta y las gamma son
los constituyentes principales de las células no musculares. Aunque las distintas
formas de actina presentan sutiles diferencias en sus propiedades, las secuen-
cias de aminodcidos han sido altamente conservadas durante la evolucion, y to-
das se ensamblan en filamentos que son esencialmente idénticos en la mayoria
de estudios llevados a cabo in vitro.
La longitud total de todos los filamentos de actina de una célula es al menos
30 veces mayor que la longitud total de los microtiibulos, lo cual refleja una dife-
rencia fundamental en la manera como estos polimeros del citoesqueleto estan
organizados y funcionan en la célula. Los filamentos de actina son mds delgados y
mas flexibles, y normalmente mads cortos, que los microtiibulos. Veremos que rara-
mente los filamentos de actina se encuentran aislados en la célula, sino que gene-
ralmente forman agregados y haces, con puentes entrecruzados, que son mucho
mads fuertes que los filamentos individuales.

La actina y la tubulina polimerizan por mecanismos parecidos®

La polimerizacién de la actina pura in vitro necesita ATP y también cationes mo- .
novalentes y divalentes, que normalmente son el K* y el Mg*'. La reaccién puede
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estudiarse mediante la observacién del cambio de luz emitida desde una sonda
fluorescente que ha sido covalentemente unida a la actina o mediante el segui-
miento del gran incremento de viscosidad provocado por la polimerizacién.
Cuando se afiade K* y Mg** a la actina monomeérica en presencia de ATP, se pro-
duce una fase lenta (lag), mientras se nuclean los nuevos filamentos, y luego una
fase de polimerizacién rdpida, mientras los cortos filamentos se alargan. La fase
lag que encontramos en la polimerizacién de la actina pura es debida a la misma
barrera cinética para la nucleacién que discutimos para la polimerizacién de la
tubulina (véase Figura 16-23). Para la actina, la velocidad de nucleacién es pro-
porcional al cubo de la concentracién de actina, lo cual sugiere que la estructura
de nucleacién para la polimerizacién espontdnea de la actina pura es un trimero
de moléculas de actina. Al contrario, la velocidad con la cual un filamento se
alarga es proporcional, igual que para los microtiibulos, a la concentracidn de la
subunidad libre indicando que el filamento se alarga mediante adicién de molé-
culas de actina, de una en una.

La velocidad de polimerizacion es distinta en los dos extremos del filamento
de actina, y esta diferencia es mucho mayor que en los microttibulos: el extremo
“més” o “barbado”, la actina polimeriza unas 10 veces mas rapidamente que el
extremo “menos” o “puntiagudo”. La concentracion critica para la polimeriza-
cion de la actina —esto es, la concentracién del monémero de actina libre en la
cual la proporcién de actina polimerizada detiene su incremento- estd alrededor
de 0,2 micromolar (alrededor de 8 pg/ml). Esta concentracién es mucho mds
baja que la concentracién de actina no polimerizada de la célula, por lo que la
célula ha desarrollado mecanismos especiales para impedir que la mayorfa de
esta actina monomérica se ensamble formando filamentos, tal y como discutire-
mos mds adelante.

Rédpidamente después de la polimerizacién, el fosfato terminal del ATP uni-
do a la molécula de actina es hidrolizado, quedando un ADP atrapado en el poli-
mero. La hidrélisis del ATP durante la polimerizacién de la actina es andloga a la
hidrélisis del GTP que acompaiia el ensamblaje de los microtibulos, pero en el
caso de la actina podemos comprender los cambios conformacionales implica-
dos puesto que conocemos la estructura tridimensional de la proteina. La molé-
cula de actina tiene forma de almeja y el ATP se halla situado en la charnela si-
tuada entre las dos mitades; como la concha de una almeja, puede abrirse y
cerrarse. Cuando la actina polimeriza, la concha est4 totalmente cerrada por in-

Filamentos de actina

extremo menos

extremo més

(C)

(D)

Figura 16-50 Estructura de la actina.
(A} Estructura tridimensional de la
molécula de actina, deducida
mediante andlisis de difraccién de
rayos X. Una molécula aislada de ATP
(amarillo) esta estrechamente unida
en una fisura entre los dos dominios
de la protefna. (B) Dibujo esquematico
de una molécula de actina que pone
de manifiesto sus dos dominios y el
lugar de unién al ATP que se encuentra
entre ellos. (C) Dibujo esquematico del
filamento de actina que muestra cémo
las moléculas de actina interactiian
unas con otras formando el polimero
helicoidal. Adviértase que de la misma
manera que las moléculas de actina se
ensamblan en el polimero, hidrolizan
sus moléculas de ATP estrechamente
unidas (véase Figura 16-51). (D)
Estructura de la molécula de actina
basada en la imagen de un filamento
obtenida mediante microscopia
electrénica. Cada bola del modelo
representa a un aminodcido; los que
interactiian con la miosina (se discute
mads adelante) se han marcado en
verde. La diferencia entre los extremos
mds y menos es aparente. (A, adaptado
de W. Kabsch et al., Nature 347:37-44,
1990. © 1990 Macmillan Magazines
Ltd.; B, de K.C. Holmes et al., Nature
347;44-49, 1990, © Macmillan
Magazines Ltd.)
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VELOCIDADES DE CRECIMIENTO | NUCLEACION | yn, poiimero helicoidal esté estabilizado mediants multiples

Y DE ACORTAMIENTO ¢ | contactos entre subunidades adyacentes. Para la actina, dos moléculas de actina se
Un polimero lineal de moléculas de proteina, unen mediante enlaces relativamente débiles, pero la unién de un tercer monémero
como por ejemplo un filamento de actina o un de actina formando un trimero proporciona una mayor estabilidad al conjunto.
microtibulo, se ensambla (polimeriza) y se
desensambla (despolimeriza) mediante la
adicion y la pérdida de subunidades de los
extremos del filamento. La velocidad de adicién
de mondmeros viene dada por la constante &,
cuyas unidades son de M~ seg™'. La velocidad
de pérdida viene dada por la constante k¢
{unidades de seg™").

e —

monomero dimero trimero

subunidad polimero (con n subunidades)

-

polimero {con n +1 subunidades)

La adicion posterior puede tener lugar sobre este trimero, que entonces actia como
lugar de nucleacion para la polimerizacion. El lugar de nucleacién de la tubulina es
mucho mas grande y tiene una estructura méas compleja (posiblemente un anillo de
13 0 mas moléculas), pero el principio es el mismo.

El ensamblaje del lugar de nucleacién es relativamente lento, lo cual explica la
fase inicial lenta (fase lag) producida durante la polimerizacién. La fase lenta puede
ser reducida o eliminada del todo si se afiaden lugares de nucleacién prefabricados,
tales como fragmentos de microtibulos o filamentos de actina previamente
polimerizados. ¥

A e A
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LA CONCENTRACION CRITICA

. POLIMERACION EN FUNCION DEL TIEMPO

El nimero de subunidades que se adicionan El ensamblaje de una proteina en un largo polimero helicoidal, (p. ej., un filamento
por segundo al polimero {filamento de actina o del citoesqueleto o un flagelo bacteriano) muestran esta curva dependiente del tiempo:
microttbulo) sera proporcional a la concentracién AR HEE & s
de las subunidades libres (k,,[C]), pero las it égé-' §f §§§ %g §§§ @ §
subunidades abandonarén el extremo del T ;fg ;? T .
polimero a una velocidad constante (k,y) que no i %g § _§§- LV atl §i
depende de [C]. A medida que el polimero va e e L] ég g § _
creciendo, las subunidades se van incorporando E §§§ i s i
de forma que [C] cae hasta alcanzar un valor s ,s’fg i §§; e g .
constante, llamado concentracion critica (C,). ol i L : §§
A esta concentracion la velocidad de adicion de i i ; § o . g §§
subunidades se iguala a la velocidad a la que S LE : g i e
el polimero pierde subunidades. E g g . g?e

En este punto de equilibrio, g J/ i ;g; i

kon [C] = kg empo —e
de forma que Kase 3 La fase inicial lenta {fase lag) es debida a la barrera cinética para la nucleacion.
C,= TrEy La fase de crecimiento se produce mientras los mondmeros se afaden a los
on extremos expuestos del polimero en crecimiento.

La fase de equilibrio se consigue cuando el crecimiento del polimero debido a la
adicion de monémeros estéa precisamente en equilibrio con el acortamiento del

(donde K es la constante de equilibrio para
polimero debido a la pérdida de monémeros.

la adicion de subunidades, véase Figura 3-9).

i B
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EXTREMO MAS Y EXTREMO MENOS

Los dos extremos de un filamento de actina o de un microtibulo ’ ---------- .
polimerizan a velocidades distintas. El extremo de crecimiento e ; S S ) Py
rapido se llama extremo mas, y el de crecimiento lento se lama axtromio IR INEE Rl 7T ' TS
extremo menos. La diferencia de velocidad de crecimiento de menos 2 2 2 > 2 2 2 > més
ambos extremos se debe a cambios conformacionales de cada Tt

subunidad cuando se incorpora al polimero. 1 LENTO RAPIDO l

subunidad subunidad en
libre = el polimero

Este cambio conformacional afecta a la velocidad a la cual las subunidad después de la disociacion es idéntico. Asi pues, la AG de

subunidades se anaden a los dos extremos. la subunidad perdida, que determina la constante de equilibrio para
Aunque kg, ¥ kofi tendrén valores distintos para el extremo menos  su asociacién al extremo (véase Tabla 3-3, pagina 101), es idéntica

del polimero, la relacion kgu/k,,—y, por tanto, C.— debe ser igual en ambos extremos; si el extremo mas crece cuatro veces mas

en ambos extremos. Ello es debido a que cuando se pierde una rapidamente que el extremo menos, también debe disociarse cuatro

subunidad en uno de los extremos se rompen exactamente el mismo  veces mas rapidamente. Por tanto, para [C] > C, ambos extremos
numero de interacciones entre subunidades, vy el estado final de la crecen; para [C] < C,, ambos extremos decrecen.
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INTERCAMBIO ROTATORIO (TREADMILLING)

Una consecuencia de la hidrélisis del nucleétido que acompana la formacion
de un polimero es el cambio de la concentracion critica en los dos extremos
del polimero, Debido a que kP, y kT, se refieren a reacciones diferentes,

la relacion kP /k", no tiene por qué ser necesariamente la misma en los
dos extremos del polimero, de forma que:

C. (extremo menos) > C_ {extremo maés)

Asumiendo que ambos extremos del polimero se hallan asequibles, la
polimerizacion procedera hasta que la concentracion del monémero libre
supere el valor de C, para el extremo mas, pero esté por debajo de C. para

el extremo menos. En este estado estacionario, las subunidades se
ensamblaran al extremo mas y se desensamblaran del extremo menos a
velocidades idénticas. El polimero mantendré una longitud constante, aunque
exista un flujo neto de subunidades a través del polimero que se conoce como
intercambio rotatorio (treadmilling).

Ggdeanaat ot
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HIDROLISIS DE NUCLEOTIDOS

Cada molécula de actina transporta una molécula de ATP fuertemente unida, la cual, en
cuanto se produce el cambio de conformacion que acompana al ensamblaje de subunidades
formando el polimero, es hidrolizada hasta una molécula de ADP. De manera similar, cada
molécula de tubulina transporta una molécula de GTP fuertemente unida, que se convierte
en una molécula de GDP cuando la molécula se ensambla en el polimero.

- . """ (T=ATPoGTP)
___ (D=ADPo GDP)

subunidad en el polimero

mondmero libre

La hidrdlisis del nucledtido unido reduce la afinidad de unién de cada subunidad

. respecto a la subunidad vecina, haciéndola mas facilmente disociable de cada uno de
los extremos del filamento (véase Figura 16-33 para el posible mecanismo). Es habitual
que la forma se anada al filamento y que la forma se disgregue del filamento.
Consideremos sélo los acontecimientos del extremo mas:

i

Como antes, el polimero crecera hasta que [C] = C,.. Por motivos didacticos, podemos
considerar que k°,, y k"¢ son insignificantes, de forma que podemos decir que el
crecimiento del polimero cesa cuando

kDoH

o = L

C
kTDI'I
Es un estado estacionario y no un equilibrio ya que el ATP o el GTP hidrolizados

pueden ser reemplazados por una reacci6n intercambiadora de nucledtidos sobre |a
subunidad libre ( T — m)
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INESTABILIDAD DINAMICA

Los microtubulos se despolimerizan unas 100 veces mas rapidamente del extremo que
contiene tubulina GDP que del que contiene tubulina GTP. Un casquete de GTP favorece

Ko € =kP g

R

La INESTABILIDAD DINAMICA y el
INTERCAMBIO ROTATORIO son dos
comportamientos observados en los
polimeros del citoesqueleto. Ambos
procesos estan asociados a la hidrélisis de
nucleotidos trifosfato. Se cree que la
inestabilidad dinamica predomina en los
microttibulos mientras que el intercambio
rotatorio podria predominar en los

_ filamentos de actina

CASQUETES DE ATP Y DE GTP

La velocidad de adicién de subunidades a
un filamento de actina o a un microttibulo
en crecimiento puede ser méas rapida que
la velocidad a la cual se hidroliza el
nucledtido que llevan unido. En estas
condiciones, las subunidades de los
extremos del filamento forman un casquete
de subunidades que tienen unido el
nucleodsido trifosfato —un casquete de ATP
en el filamento de actina y un casquete de
GTP en el microtibulo.

el crecimiento,/pero si se pierde, entonces se produce la despolimerizacién.

casquete de GTP

"/.

o
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CRECIMIENTO NN  ©®

Los microtubulos individuales pueden alternar periodos de crecimiento lento
y de desensamblaje rapido, fendémeno llamado inestabilidad dindmica.
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Figura 16-51 Latrampa de ADP en un filamento de actina. Una molécula
de actina tiene una estructura que estd relacionada con la de la ubicua
enzima hexoquinasa (véase Figura 5-2), con dos dominios que forman una
bisagra alrededor del lugar de unién al ATP. El ATP es hidrolizado a ADP
inmediatamente después de que la molécula se ha incorporado a un
filamento de actina. Para que el ADP sea reemplazado por un ATP, la bisagra
deberia abrirse, pero en el filamento de actina los dos dominios de cada
molécula de actina estdn unidos entre si por interacciones con las
subunidades vecinas, de manera que la bisagra se mantiene cerrada y actia
de trampa para el ADP, hasta que el filamento se despolimeriza.

teracciones entre aminodcidos de las dos valvas de la almeja y la zona posterior
de la siguiente subunidad en el polimero. Se cree que la hidrélisis del ATP se des-
encadena por el cierre de la concha mientras cada molécula de actina se incor-
pora al filamento, y deja el ADP atrapado dentro (Figura 16-51).

El comportamiento dindmico de los filamentos de actina
requiere la hidrdlisis del ATP3*

En la polimerizacién de la actina, la hidrélisis del ATP juega un papel parecido al
de la hidrélisis del GTP en la polimerizacién de la tubulina, como explicamos en
el Panel 16-1 (pdgs. 882-883). Para formar el filamento no es necesaria la hidréli-
sis del ATP: de hecho, debilita los enlaces del polimero y de esta forma facilita la
despolimerizacion. Sin embargo, existen diferencias importantes en los compor-
tamientos del nucledtido que estd unido a las subunidades de estos dos polime-
ros. Una diferencia especialmente interesante es que el recambio ATP-ADP (la
substitucién del ADP unido por ATP) es relativamente lenta para la actina libre
(del orden de minutos), mientras que el recambio GTP-GDP es muy rédpido para
la tubulina libre (del orden de segundos); asi pues, cuando las moléculas de acti-
na son liberadas por el desensamblaje de un filamento, tardan mucho tiempo en
poder a volver a ser reutilizadas en el ensamblaje de un filamento. En principio,
esta propiedad de la actina permite a la célula mantener una elevada concentra-
cién citosélica de moléculas de actina no polimerizadas en forma ADP-actina;
ademads, el monémero ADP-actina puede ser estabilizado en la célula mediante
su unién a otra proteina, lo cual podria proporcionar una manera para regular la
polimerizacién de la actina.

El efecto que la hidrdlisis del ATP tiene sobre la actina es sutil, y quedan mu-
chas preguntas sin responder sobre las consecuencias precisas de tiene este pro-
ceso para la célula. Los filamentos de actina, a diferencia de los microtibulos, no
parecen mostrar una inestabilidad dindmica drastica in vitro. De hecho, pueden
intervenir en un comportamiento dindmico interesante denominado intercambio
rotatorio (treadmilling), que se produce cuando se afiaden continuamente molé-
culas de actina al extremo mads del filamento y se pierden continuamente por el
extremo menos, sin que haya un cambio neto de longitud en el filamento (véase
Panel 16-1, pags. .882-883). El intercambio rotatorio, al igual que la inestabilidad
dindmica, es un comportamiento de no equilibrio que requiere un aporte de
energia, el cual proviene de la hidrélisis de ATP que acompana a la polimeriza-
cién. Se cree que este fenémeno contribuye al recambio rdpido de subunidades
de filamentos de actina que se produce en la célula.

Es remarcable que tanto la actina como la tubulina estén implicadas en la
hidrélisis de nucleésidos trifosfato por la misma razén basica —para poder, una
vez polimerizadas, despolimerizarse ficilmente. Actina y tubulina no estdn ab-
solutamente relacionadas en cuanto a su secuencia de aminodcidos: la actina
estd relacionada relativamente, en cuanto a estructura, a la enzima glucolitica
hexoquinasa, mientras que la tubulina esta distantemente relacionada con una
gran familia de GTPasas que incluye la proteina G heterotrimérica y GTPasas
monoméricas como la proteina Ras. (Ambos tipos de estructura se discuten con
detalle en el Capitulo 5.) La evolucién convergente de la capacidad de hidrélisis
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de un nucleétido en la actina y en la tubulina demuestra lo importante que re-
sulta la funcién de los microtiibulos y de los filamentos de actina: el ensamblaje
y desensamblaje dindmicos de estos polimeros del citoesqueleto en los que la
hidrdlisis hace posible que se encuentren en el corazén de la organizacién cito-
plasmadtica.

Las funciones de los filamentos de actina son inhibidas por
drogas estabilizadoras y desestabilizadoras del polimero®

Las drogas que estabilizan o desestabilizan los filamentos de actina constituyen
herramientas importantes para investigar el comportamiento dindmico de estos
filamentos en las células. Las citocalasinas son productos sintetizados por hon-
g0s, que impiden la polimerizacién de la actina ya que se unen al extremo mas
de los filamentos de actina. Las faloidinas son toxinas aisladas del hongo Amani-
ta, que se unen muy fuertemente a los lados de los filamentos de actina y los es-
tabilizan, impidiendo su despolimerizacién. (Un remedio contra el veneno del
hongo Amanita es comer una gran cantidad de carne cruda: la elevada cantidad
de filamentos de actina del tejido muscular se une a la faloidina y reduce su toxi-
cidad.) Ambas drogas provocan cambios dramaticos en el citoesqueleto de acti-
na. Anteriormente vimos, al referirnos a los microtibulos, que tanto las drogas
desestabilizadoras del polimero, por ejemplo la colchicina, como las drogas que
los estabilizan, por ejemplo el taxol, son t6xicas para las células. Lo mismo suce-
de con las drogas que afectan la estabilidad de los filamentos de actina, lo cual
indica que la funcién de los filamentos de actina también depende de un equili-
brio dindmico entre el filamento y el monémero de actina.

La citocalasina es de gran utilidad para el estudio del movimiento celular.
En particular, el borde frontal de avance de una célula en movimiento contiene
filamentos de actina que continuamente polimerizan y son muy sensibles a la ci-
tocalasina. En la mayorfa de células en movimiento la citocalasina provoca la re-
traccion de este borde frontal de avance. Sin embargo, si la membrana plasmatica
de este borde estd fuertemente unida al substrato, la citocalasina provoca la re-
traccidn de los filamentos de actina pero deja la membrana pegada al substrato
(Figura 16-52).

La faloidina también se utiliza ampliamente, como derivado fluorescente,
para marcar los filamentos de actina de células fijadas, y tiene también un efecto
profundo en las células vivas. Si se microinyecta faloidina a un fibroblasto vivo,
por ejemplo, los monémeros de actina polimerizan formando filamentos situa-
dos al azar en el citoplasma, lo cual provoca una contraccién brusca que destru-
ye la célula.

La molécula de actina se une a pequefias protefnas que ayudan
a controlar su polimerizacién?®

En un fibroblasto, aproximadamente el 50% de la actina se encuentra en forma
de filamentos, mientras que el 50% restante estd monomerizada. En una gran

Filamentos de actina

citocalasina B

Figura 16-52 El efectodela
citocalasina sobre el borde frontal del
cono en crecimiento de una célula
nerviosa en cultivo, Observacién de
un cono vivo en crecimiento mediante
microscopia de contraste
interferencial de Nomarsky antes (A) y
después (B) del tratamiento con
citocalasina. La célula en (B) ha sido
marcada después con faloidina ligada
a rodamina para revelar los filamentos
de actina (C). Puede observarse cémo
la region detrds del borde frontal de
avance del cono en crecimiento
tratado con citocalasina esta
desprovista de filamentos de actina. La
estructura quimica de la citocalasina B
se muestra en (D). (A, B, y C, por
cortesfa de Paul Forscher.)
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variedad de tipos celulares la concentracién del monémero es tipicamente de
50-200 micromolar (2-8 mg/ml). Esta concentracion es sorprendentemente ele-
vada dada la baja concentracién critica de actina pura (menos de 1 micromo-
lar), y refleja la presencia de proteinas especiales que se unen a la molécula de
actina e inhiben su unién en los extremos de los filamentos de actina. La mds
abundante de estas proteinas de unién al mondmero de actina en muchos tipos
celulares es la timosina, una pequefia proteina poco comtin, de un peso mole-
cular de aproximadamente 5000 daltons. En las células en que ha sido cuidado-
samente estudiada (las plaquetas sanguineas y los neutréfilos), se encuentra a
una concentracién que es suficiente para secuestrar toda la actina monomérica.
Se desconoce c6mo esta proteina inhibe la polimerizacién de la actina: podria
bloquear estéricamente la polimerizacién cubriendo el lugar donde un moné-
mero se une al otro, o podria secuestrar el ADP unido a la actina impidiendo el
recambio ADP-ATP, con lo cual la molécula de actina no podria polimerizar (Fi-
gura 16-53). .

Otra proteina de unién al monémero de actina es la profilina, que se en-
cuentra en todas las células y se cree que controla la polimerizacion de la actina
como respuesta a estimulos extracelulares. La profilina, que en muchas células
estd asociada a la membrana plasmatica, acelera el recambio de ATP por ADP
cuando se une a la actina monomeérica y se cree que facilita la polimerizacion re-
gulada de actina durante el movimiento celular, aunque esto es tema de contro-
versia. Un mutante de levadura deficiente en profilina tiene un déficit de fila-
mentos de actina, lo cual apoya el papel de esta molécula en la estimulacion de
la polimerizaci6n de la actina.

extremo menos de los
filamentos de actina

Figura 16-53 Dos mecanismos
posibles mediante los cuales una
proteina de unién al monémero de
actina puede inhibir la
polimerizacidn de la actina. Se cree
que la timosina inhibe la
polimerizacion de la actina mediante
uno de estos dos mecanismos.

Figura 16-54 Filamentos de actina en
el borde frontal de avance de un
fibroblasto en cultivo.

(A) Electronmicrografia del extremo
delantero de avance de una célula en
cultivo, tratada con un detergente no
i6nico para eliminar la membrana
plasmadtica y la mayorifa de las
proteinas solubles. Nétese la trama
orientada de los filamentos de actina
que se presenta en el lamelipodio, en
el que se halla incrustada la
microespina. En (B) se presenta una
vision esquematica de los filamentos
de actina de un lamelipodio. (A, de ].V.
Small, J. Cell Biol. 91:695-705, 1981,
Reproducido con permiso de copyright
de The Rockefeller University Press.)

lugares de nucleacion de actina unidos
a membrana (extremos mas de los
filamentos de actina)

microespina

it s gidiar )
(A) 0,2 pm (B)
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Ademds de la timosina y de la profilina, las células disponen de otras mu-
chas proteinas capaces de unirse a los monémeros de actina, y algunas de estas
proteinas, como el factor despolimerizador de la actina (ADF, de Actin-Depoly-
merizing Factor), inhibe el ensamblaje de los filamentos de actina. Evidente-
mente las células disponen de una gran variedad de mecanismos, cuyos detalles
no comprendemos todavia, mediante los cuales la célula controla el ensamblaje
de los filamentos de actina sélo, cudndo y dénde es necesario.

Muchas células emiten, desde su borde frontal de avance,
microespinas y lamelipodios dindmicos que contienen actina®

Las expansiones superficiales dindmicas que contienen filamentos de actina son
una caracteristica comiin de las células animales, especialmente cuando las cé-
lulas estdn migrando o cambiando de forma. Las voluminosas células vivas de
Amoeba proteus, por ejemplo, producen pseuddpodos —extensiones cortas y
gruesas del cértex de actina— con los cuales se mueven sobre las superficies. En
los tejidos de los vertebrados, muchas células también son capaces de despla-
zarse sobre una superficie, especialmente cuando se cultivan. El borde frontal de
avance de un fibroblasto que se arrastra extiende regularmente delgadas protu-
berancias laminares conocidas como lamelipodios, que poseen una densa red
de filamentos de actina. Muchas células emiten también protrusiones delgadas y
rigidas llamadas microespinas, de aproximadamente 0,1 pm de didmetro y entre
5y 10 pm de largo y que contienen un haz laxo de aproximadamente 20 filamen-
tos de actina orientado con su extremos mads hacia el exterior (véase Figura 16-
9). El extremo en crecimiento (nticleo de crecimiento) de un axén nervioso ex-
tiende microespinas incluso mds largas, llamadas filopodios, que pueden tener
hasta 50 pm de largo.

Un lamelipodio puede ser considerado como una versién bidimensional de
una microespina; de hecho, a menudo este borde de la célula esta delimitado
por cortas microespinas. Cuando una célula en movimiento es fijada y contras-
tada cuidadosamente para ser examinada al microscopio electrénico, se observa
como los filamentos de actina de los lamelipodios parecer estar mds organiza-
dos que en otras regiones de la corteza celular. Muchos de los filamentos se pro-
yectan hacia el exterior siguiendo una disposicién ordenada, con sus extremos
“mds” insertados en el borde frontal de avance de la membrana plasmatica (Fi-
gura 16-54). Los lamelipodios se comportan como una unidad estructural; si se
pierde su adhesion al substrato, normalmente se retraen rdpidamente hacia
atrds y se enrollan de nuevo sobre la célula como un “rizo” (Figura 16-55).

5um

Filamentos de actina

Figura 16-55 Lamelipodiosy
microespinas del borde frontal de
avance de un fibroblasto humano en
cultivo que estd migrando. La flecha
indica la direccién del desplazamiento
de la célula. A medida que la célula va
avanzando, los lamelipodios y las
microespinas pierden su unién a la
placa de cultivo y se enrollan sobre la
superficie dorsal -un movimiento
conocido como rizado (ruffling). (Por
cortesia de Julian Heath.)
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Tanto los lamelipodios como las microespinas son estructuras méviles que
pueden formarse y retraerse a una gran velocidad. Tal como discutiremos mds
adelante, se cree que estas microespinas y lamelipodios son generados por la po-
limerizacion de la actina local en la membrana plasmdtica y que esta actina pue-
de rdpidamente empujar la membrana plasmadtica hacia adelante sin rasgarla.

El borde frontal de avance de las células méviles nuclea
la polimerizacion de la actina®

Cuando se estudia el comportamiento de los filamentos de actina en el borde
frontal de avance, marcando una pequefia parte de la actina y siguiendo su mo-
vimiento, puede verse cémo la actina se mueve continuamente de regreso hacia
el cuerpo celular a una velocidad de aproximadamente 1 pm/minuto, lo que su-
giere que esta actina estd continuamente polimerizando cerca del borde frontal
de avance y continuamente despolimerizandose en lugares mds internos (Figura
16-56). Se cree que este comportamiento altamente dindmico de los filamentos
de actina en el borde frontal de avance es crucial para procesos tales como la lo-
comocién celular y la quimiotaxis. La impresién general es que el borde frontal
de avance se impulsa a si mismo hacia delante empujando los filamentos de ac-
tina hacia atrés.

Parece que el borde frontal de avance de una célula organiza los filamentos
de actina al igual que un centrosoma organiza los microtibulos, pero con una
diferencia crucial: no nuclea vinicamente el crecimiento de nuevos filamentos
sino que también parece ser el lugar en que los monémeros se van afiadiendo,
permitiendo el alargamiento de los filamentos. Esta funcién puede demostrarse
si lisamos ligeramente un fibroblasto y entonces anadimos monémeros de acti-
na unidos a rodamina, los cuales se ha visto que polimerizan preferentemente
en el limite del borde frontal de avance (Figura 16-57). Ademas, si se marcan los

(A) (B)
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Figura 16-56 Dindmicade un
filamento de actina en el lamelipodio

- de un fibroblasto en cultivo. Las

moléculas de actina marcadas con el
colorante fluorescente rodamina
fueron microinyectadas en una célula,
donde fueron incorporadas a los
filamentos de actina. Utilizando un
rayo ldser se produce una pequena
mancha (por eliminacién del marcaje
fluorescente) sobre los filamentos de
actina en el extremo anterior de la
célula. Entonces la célula se fotografia
a intervalos de tiempo utilizando un
microscopio fluorescente equipado
con un intensificador de imdgenes. El
rapido movimiento hacia atrds de la
mancha sugiere que las moléculas de
actina polimerizan continuamente en
el extremo del borde frontal de avance
y se despolimerizan en su base. (Por
cortesfa de Y.L. Wang.)

Figura 16-57 El extremo del borde
frontal de avance nuclea filamentos
de actina. Fibroblastos en cultivo se
permeabilizaron ligeramente con un
detergente no iénico y entonces se
incubaron con moléculas de actina
marcadas con rodamina (rejo). Al cabo
de 5 minutos se fijaron las células y se
marcaron con faloidina marcada con
fluoresceina (verde). (A) Todos los
filamentos de actina, la mayoria de
ellos formados antes de la lisis, se
marcan en verde. (B) La localizacién de
los filamentos de actina nuevamente
formados (rojo) polimerizados a partir
de la actina marcada con rodamina
anadida permite observar que el
borde frontal de avance es el lugar
predominate de nucleacién de
filamentos de actina en la célula. (De
M.H. Symons y T.]. Mitchison, J. Cell
Biol. 114:503-513, 1991, reproducido
con permiso de copyright de The
Rockefeller University Press.)




polimerizacién de la actina *

modelo del intercambio rotatorio largos filamentos de actina se des_polir_nerlzan
en la parte trasera del lamelipodio

los filamentos de

actina se nuclean en ‘ filamentos
el borde frontal de o, cortos de

avance actina
liberados

la red de filamentos de actina liberados en
el borde frontal de avance se desplaza hacia la
parte posterior del lamelipodio

modelo de liberacion de la nucleacion

filamentos de actina para poder observar su polaridad, se encuentra que en cada
filamento de actina, el extremo mads de rdpido crecimiento se encuentra unido a
la membrana en el borde frontal de avance.

Hay atin muchas cuestiones sin respuesta acerca del mecanismo mediante
el cual el borde frontal de avance nuclea la polimerizacién de los filamentos de
actina. ;El borde frontal de avance se une al extremo mads del filamento que nu-
clea, o nuclea un nuevo filamento y rapidamente se libera de é12 A causa del mo-
vimiento retrégrado de la actina (véase Figura 16-56), algin modelo postula que,
para que el borde frontal de avance se agarre a los extremos de los filamento de
actina se necesitaria que los filamentos del lamelipodio estuvieran en continuo
intercambio rotatorio mediante la insercién de mondmeros de actina en los lu-
gares donde los filamentos estan unidos a la membrana. En un modelo alternati-
vo, los filamentos de actina individuales serian liberados en cuanto se formaran
y se desplazarian alejandose de la membrana (seguramente como una red de
puentes cruzados) (Figura 16-58).

El rdpido ensamblaje de los filamentos de actina en el borde frontal de avan-
ce de una célula en movimiento implica la liberacion de los monémeros de acti-
na de las proteinas de unién al monémero, que normalmente impiden la poli-
merizacion de los filamentos de actina. Discutiremos mds adelante cémo las
senales del ambiente celular externo pueden regular esta liberacién y permitir la
polimerizacién de los monémeros de actina en el extremo del borde frontal de
avance.

Algunas bacterias patégenas utilizan la actina
para moverse dentro y entre las células®

Listeria monocytogenes, una bacteria que provoca una forma aguda de envene-
namiento alimentario, ha proporcionado datos inesperados acerca del mecanis-
mo mediante el cual la célula controla la polimerizacién local de la actina. Esta
bacteria patégena penetra por fagocitosis en la célula; entonces secreta enzimas
que rompen la membrana del fagosoma y 'se libera en el citosol de la célula
huésped. Una vez en el citosol, no solamente crece y se divide, sino que se des-
plaza hacia las células adyacentes movilizando el sistema de motilidad basado
en los filamentos de actina de la célula huésped. Mediante la nucleacion de los
filamentos de actina en una region de su superficie, una bacteria individual se
desplaza por el citosol a una velocidad de 10 pm por minuto o mds, dejando tras
ella una cola de filamentos de actina. Cuando colisiona con la membrana plas-
mitica de la célula huésped, se desplaza hacia el exterior induciendo la forma-

Filamentos de actina

Figura 16-58 Dos modelos que

podrian explicar el flujo retrégrado

de actina en un lamelipodio. Las

flechas azules indican la direccién del
movimiento de la célula. Aunque aqui
se muestran las diferencias entre los
dos modelos, ambos procesos pueden
darse simultdneamente en la célula.

(Adaptado de J.A. Theriot y T.J.

Mitchison, Nature 352:126-131, 1991.

Reproducido con el permiso de

Nature. © 1991 Macmillan Magazines

Ltd.)
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cion de una larga y fina microespina, en cuyo extremo se sitiia la bacteria. A me-
nudo esta proyeccion es engullida por una célula vecina, con lo cual la bacteria
puede entrar en su citoplasma sin exponerse al ambiente extracelular donde po-
dria ser reconocida por anticuerpos producidos por el organismo huésped (Fi-
gura 16-59).

Este tipo de movimiento sugiere que la bacteria puede estar usando la acti-
na para impulsarse, de la misma forma en que la membrana plasmdtica de una
célula eucariota la utiliza para impulsarse durante la formacién de una microes-
pina normal o un lamelipodio.

Si marcamos con fluorescencia los filamentos de actina de la cola que deja
atras la bacteria Listeria cuando migra por el citosol y los observamos con el mi-
croscopio de fluorescencia, podremos observar que son estacionarios. Los fila-
mentos se forman en la parte trasera de la bacteria y se quedan atras como la
cola de un cohete mientras la bacteria avanza, despolimerizindose de nuevo al
cabo de aproximadamente un minuto o en cuanto encuentran factores despoli-
merizantes en el citosol. El ensamblaje se induce por una proteina especifica de
la superficie de la bacteria que actia indirectamente secuestrando las proteinas
de la célula huésped, incluida la profilina. Si el movimiento inducido por la bac-
teria pudiera ser reproducido en un extracto libre de células concentrado, se po-
drian conocer los detalles del mecanismo a partir de estudios bioquimicos. Estos
detalles ayudarian a comprender cémo se producen la nucleacion de la actina y
la polimerizacién en las microespinas y lamelipodios de una célula normal, no
infectada, y cdmo estos procesos capacitan a la célula para avanzar.

La polimerizacion de la actina en el cortex celular estd controlada
por receptores de la superficie celular*’

La produccién de movimiento es poco titil a menos que esté de acuerdo directa
y adecuadamente con el ambiente. Como hemos discutido anteriormente, la red
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Figura 16-59 Movimiento basado en
la actina de una bacteria dentro y
entre células de mamifero. (A) La
bacteria Listeria monocytogenes viaja
de una célula a otra induciendo el
ensamblaje de filamentos de actina en
el citosol de la célula huésped.

(B) Micrografia de fluorescencia de la
bacteria desplazandose en el interior
de una célula que ha sido marcada
para poder observar tanto a la bacteria
como a los filamentos de actina.
Ndtese la cola, parecida a un cometa,
de los filamentos de actina (verde)
detrds de cada bacteria en movimiento
(rojo). Las regiones en las que ambas
fluorescencias se superponen, se
observan en amarillo. (B, por cortesia
de Tim Mitchison y Julie Theriot.)




cortical dindmica de filamentos de actina se ordena de nuevo rdpidamente
como respuesta a sefiales que vienen del exterior de la célula y que inciden sobre
la membrana plasmatica. Por lo tanto, el citoesqueleto de actina puede ser con-
siderado como una parte de los sistemas de transduccién de senales celular, dis-
cutidos en el Capitulo 15: cuando se aiaden determinados factores de creci-
miento al medio de cultivo de células quiescentes, por ejemplo, inmediatamente
se forman lamelipodios que contienen actina y se mueven sobre la superficie ce-
lular,

La respuesta del cértex de actina a las sefiales externas que llevan informa-
cién espacial puede ser altamente localizada. Anteriormente consideramos un
ejemplo cuando discutimos la polarizacion de una célula T citotéxica inducida
por el contacto con su célula diana, a la que seguidamente matara (véase Figura
16-11). En las células animales capacitadas para la quimiotaxis también se pro-
duce una polarizacién del cértex de actina inducida por una sefial, que se define
como un movimiento en una direccién controlado por un gradiente de una
substancia quimica difusible al que la célula es sensible. Un ejemplo muy bien
estudiado es el movimiento quimiotéctico de ciertas células de la serie blanca
(neutrdfilos) hacia la fuente de infeccién bacteriana. Los neutréfilos tienen pro-
teinas receptoras en su superficie que les permiten detectar muy bajas concen-
traciones de péptidos N-formilados derivados de proteinas bacterianas (sélo los
procariotas empiezan la sintesis proteica con una N-formil-metionina). Los neu-
tréfilos pueden ser guiados hacia sus dianas con sé6lo una diferencia de concen-
tracién de un 1% de estos péptidos difundibles, entre un lado de la célula y el
otro.

Otro ejemplo de quimiotaxis es el proporcionado por el moho del cieno,
Dictyostelium discoideum. Estos eucariotas viven en el suelo de los bosques
como células méviles independientes llamadas aroebae (amebas), Se alimentan
de bacterias y de levaduras y, en condiciones 6ptimas, se dividen cada pocas ho-
ras. Cuando su suministro alimentario se agota, la ameba interrumpe su divisién
y se agrupa formando estructuras mintsculas (1-2 mm), pluricelulares, parecidas
a gusanos, que se arrastran como babosas y dejan rastros de cieno detrds de ellas
(Figura 16-60). Mientras la babosa migra, las células comienzan a diferenciarse e
inician un proceso que finaliza con la produccién de una estructura muy peque-
fa parecida a una planta que consiste en un tallo y un cuerpo fructifero unas 30
horas después de haberse iniciado la agregacion (Figura 16-61). El cuerpo fructi-
fero contiene un niimero muy grande de esporas, que pueden sobrevivir largos
periodos de tiempo en condiciones ambientales extremadamente hostiles. S6lo
cuando las condiciones son favorables, las esporas germinan y producen las
amebas libres que empiezan el ciclo de nuevo.

Las amebas Dictyostelium se agregan mediante quimiotaxis migrando hacia
una fuente de AMP ciclico, secretada por las amebas hambrientas. Al igual que los
neutréfilos, las amebas reorientan su borde frontal de avance para migrar hacia el
gradiente quimioatrayente superficial. Y cuando se exponen a una fuente local de
AMP ciclico que sale de una micropipeta, las amebas extienden apéndices que
contienen actina, directamente hacia la pipeta (Figura 16-62). Este experimento
demuestra que la quimiotaxis eucariota implica la deteccién directamente de un
gradiente espacial de una concentracion de atrayente, a diferencia de la quimiota-
xis bacteriana, que utiliza una variacién de la concentracion dependiente del tiem-
po para detectar los gradientes, como discutimos en el Capitulo 15.

La reaccion del citoesqueleto de Dictyostelium al AMP ciclico puede exami-
narse mediante lisados de estas células poco después de su estimulacién con
una solucion rica en AMP ciclico. Como se muestra en la Figura 16-63, a los 5-10
segundos de afiadir el AMP ciclico se produce una estallido dramdtico de poli-
merizacion de actina, que corresponde al tiempo necesario para la extensién de
la célula en el substrato. Entre los 20 y 40 segundos después del pulso de AMP ci-
clico, la actina se despolimeriza y la célula se redondea. Entonces se produce un
estallido de polimerizacion de actina mds prolongado, en forma de un recluta-
miento en el citoesqueleto de proteinas de unién a la actina a partir de acervos

Filamentos de actina

1Tmm

Figura 16-60 Micrografia dptica de
una babosa del moho del cieno
Dictyostelium discoideum migrando.
(Por cortesia de David Francis.)

N M)
2mm

Figura 16-61 Micrografia 6ptica del
cuerpo fructifero de Dictyostelium
discoideum. (Por cortesia de John
Bonner.)
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solubles; durante este iiltimo periodo las células que responden al AMP ciclico
empiezan a formar lamelipodios y otras expansiones ricas en actina.

Proteinas G heterotriméricas y pequeiias GTPasas transmiten
senales desde la superficie celular al cértex de actina®

iDe qué forma la unién del AMP ciclico a su receptor desencadena la polimeri-
zacion masiva de actina en la ameba de Dictyostelium? Se sabe que el receptor
activa una proteina G heterotrimérica. El citoplasma contiene una reserva de
monoémeros de actina, los cuales, tal y como vimos anteriormente, estdn estabi-
lizados mediante proteinas de unién al monémero de actina. La estimulacién de
la polimerizacién de la actina supone que estas moléculas de actina tienen que
estar disponibles para polimerizar y también serd necesario superar la barrera
cinética para la nucleacion. La proteina de unién al monémero de actina, profi-
lina, se une estrechamente a los fosfolipidos de inositol de la membrana plas-
matica, que generan sefiales intracelulares como respuesta a ligandos extracelu-
lares (véase Figura 15-30). De acuerdo con una hipdtesis, la activacién de esta
via de senal (que se produce a través de una proteina G heterotrimérica) podria
liberar la profilina de la membrana plasmatica y dejarla libre en el citosol. La
profilina puede catalizar el recambio ATP-ADP de la actina in vitro, asi que
cuando es liberada desde la membrana plasmatica puede, raipidamente, conver-
tir la actina inactiva unida a ADP en actina activa unida a ATP, induciendo la
formacion local de filamentos de actina.

Las proteinas G también estdn implicadas en los procesos de senalizacién
que activan el cortex de actina durante la respuesta quimiotdctica de los neutré-

redondeada

actina filamentosa ————

tiempo de adicién de cAMP (seg)
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Figura 16-62 Respuesta
quimiotdctica de la ameba
Dictyostelium discoideum. La ameba
tiene receptores para el AMP ciclico en
su membrana plasmadtica, que la
capacitan para arrastrarse hacia una
fuente extracelular de AMP ciclico. En
este experimento se libera AMP ciclico
desde la punta de una micropipeta,
que puede verse en la parte inferior de
las micrograffas; la respuesta que se
muestra se produce en menos de un
minuto. (Por cortesia de Giinther
Gerisch.)

Figura 16-63 Efecto del AMP ciclico
sobre el cortex de actina de la ameba
Dictyostelium discoideum. La grifica
(linea verde) muestra las cantidades
relativas de actina filamentosa
asociada con el citoesqueleto a
distintos tiempos de la adicion
repentina de AMP ciclico.




¥ filos y en la activacién de las plaquetas sanguineas. Disponemos de datos evi-
dentes de que dos pequefias GTPasas relacionadas con la proteina Ras conoci-
das como Rho y Rac, intervienen en este proceso; se ha visto que estas proteinas
tienen diversos efectos sobre el citoesqueleto de actina en los fibroblastos. La
: microinyeccién de la proteina Rac en células en cultivo provoca, al cabo de 5 mi-
nutos, un incremento dramdtico de la formacion de lamelipodios. Ademds, un
mutante dominante negativo de Rac inhibe la formacién de lamelipodios indu-
cida normalmente por diversos factores de crecimiento. Esto indica que la res-
puesta a los factores de crecimiento es dependiente de la proteina Rac, La mi-
croinyeccién de la proteina Rho comporta la aparicién de grandes haces de
filamentos de actina conocidos como fibras de estrés y el incremento de contac-
tos focales, lugares donde la célula se une al substrato externamente y donde las
fibras de estrés estdn ancladas interiormente (como veremos mas adelante). Se
cree que la proteina Rho también es necesaria para la formacién del anillo con-
tractil durante la divisién celular. Sin embargo, Rac y Rho no sélo controlan la
polimerizacién de los filamentos de actina sino que también dirigen la organiza-
cién de estos filamentos formando algunos tipos determinados de estructuras.

Los mecanismos de polarizacién celular pueden
ser analizados en las células de levadura*

Se han obtenido indicaciones adicionales sobre como las células pueden orien-
tar las actividades de su citoesqueleto, a partir del estudio del comportamiento
de las células de levadura. La facilidad de realizar un andlisis genético en las le-
vaduras ha proporcionado una fuente importante de informacién fundamental
acerca de los mecanismos bioldgicos comunes a todas las células eucariotas.
Concretamente, estudios acerca de las interacciones entre levaduras durante el
apareamiento han iniciado la identificacion de mecanismos mediante los cuales
las células eucariotas se convierten en estructuras polarizadas. En la levadura de
gemacion Saccharomyces cerevisiae, células con dos tipos de apareamiento dis-
tintos, a y o, secretan hormonas conocidas como factor a y factor o, respectiva-
mente. Estas hormonas actiian a través de su unién a receptores de la superficie
celular que pertenecen a la gran familia de receptores relacionados con proteina
G, discutidos en el Capitulo 15. Una consecuencia de la unién del factor o a su
receptor en una célula a es la conversion de la célula en una célula polarizada
que adopta una forma conocida como “shmoo” (Figura 16-64). Si existe un gra-
diente de factor o, el extremo de “shmoo” se dirige hacia la zona donde se en-
cuentra la concentracién mas elevada de esta molécula.

Durante esta polarizacién la levadura sufre reorganizaciones del citoesque-
leto que son paralelas a las que aparecen en las células animales cuando se con-
vierten en polarizadas. Los filamentos de actina se congregan en la punta del
borde “shmoo”, desde donde se cree que dirigen la secrecién local de compo-
nentes de la pared celular —dirigiendo posiblemente el transporte de vesiculas
portadoras de estos componentes hacia el borde de “shmoo”. Al mismo tiempo,
el centro organizador de microtibulos [en este caso, el corpiisculo polar del huso
(spindle pole body)], véase Figura 17-24) se desplaza hacia el lado del niicleo que
estd muy relacionado con el borde de “shmoo”, y los microttibulos se extienden

(A) (B} (C)

Filamentos de actina

Figura 16-64 Polarizacién
morfolégica de las células de
levadura. Normalmente las células de
Saccharomyces cerevisiae son esféricas
(A), pero pueden convertirse en
polarizadas cuando se tratan con un
factor de apareamiento (B). Las células
polarizadas se llaman “shmoos”,
debido al famoso personaje de comic
de Al Capp (C). (A y B, cortesia de
Michael Snyder; C, © 1948 Capp
Enterprises, Inc., reservados todos los
derechos.)
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desde alli hacia el borde de la célula. Mediante la observacién de células mutan-
tes que no forman shmoo durante el apareamiento, se han identificado muchos
de los genes implicados en la polarizacién de las levaduras. Parece que algunas
de las proteinas que codifican estos genes estarian implicadas en la polarizacién
en las células animales.

Resumen

La actina es una proteina del citoesqueleto altamente conservada que se encuentra
a concentraciones elevadas en casi todas las células eucariotas. La actina purifica-
da se encuentra en forma de monémero en soluciones de baja fuerza iénica y al
afiadir una sal que contenga ATP se ensambla espontdneamente formando fila-
mentos de actina. Al igual que la tubulina, la polimerizacion de la actina es un pro-
ceso dindmico que se encuentra regulado por la hidrolisis de un nucledtido al que
cada molécula estd estrechamente unida (el ATP en este caso). En las células, apro-
ximadamente la mitad de la actina se encuentra en forma monomérica gracias a su
unién a determinadas proteinas de bajo peso molecular como la timosina. En el
cortex de las células animales, las moléculas de actina polimerizan y despolimeri-
zan continuamente generando protrusiones en la superficie celular tales como los
lamelipodios y las microespinas. La polimerizacion puede ser regulada por seiiales
extracelulares que se unen a receptores de la superficie celular y que actiian a través
de proteinas G heterotriméricas y de pequerias GTPasas como Racy Rho.

Proteinas de union a la actina*®

La actina estd implicada en un abanico notablemente amplio de estructuras,
desde extensiones rigidas y relativamente permanentes de la superficie celular
hasta redes tridimensionales dindmicas en el borde frontal de avance de una cé-
lula que estd migrando. En cada célula viva coexisten estructuras muy distintas,
basadas en la actina. En cada caso la estructura fundamental del filamento de
actina es la misma. Lo que varia es la longitud de estos filamentos, su estabilidad
y el nimero y la geometria de sus uniones (tanto las uniones de unos filamentos
con otros como las uniones con otros componentes celulares). Estas propieda-
des dependen, a su vez, de una gran grupo de protefnas de unién a la actina,
que se unen a la actina y modulan sus propiedades y sus funciones.

En este apartado describimos algunas de las proteinas de unién a la actina
mds importantes y las estructuras que forman. Muchas de estas proteinas se en-
cuentran en el perimetro celular, en la capa rica en actina que se encuentra justo
debajo de la membrana plasmadtica, llamada cértex celul ir. Esta capa proporcio-
na fuerza mecdnica a la célula animal y le permite llevar a cabo una gran varie-
dad de movimientos superficiales, tales como la fagocitosis, la citocinesis (divi-
sion celular), y el movimiento celular. '

Un citoesqueleto unido de manera sencilla a la membrana
proporciona soporte mecdnico a la membrana plasmatica
de los eritrocitos**

Como se explicé en el Capitulo 10, las proteinas espectrina y anquirina fueron
descubiertas como componentes importantes del citoesqueleto que se halla
asociado a la membrana de los gl6bulos rojos sanguineos (eritrocitos). Estas cé-
lulas excepcionales han perdido el niicleo y los compartimentos membranosos
internos de tal manera que la tinica membrana de la célula es la membrana plas-
matica. Esta membrana estd sostenida por una red bidimensional de tetrdmeros
de espectrina conectados por sus extremos por filamentos muy cortos de actina.
La espectrina estd unida a la cola citoplasmatica de una proteina transportadora
transmembrana muy abundante (banda 3) a través de puentes de anquirina (véa-
se Figura 10-26). En la superficie de muchas células de vertebrados se encuen-
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tran parientes muy préximos de la espectrina (también llamada fodrina) y de la
anquirina. Asi, la disposicion detallada de las proteinas en la corteza del eritroci-
to también proporciona un modelo simplificado de la red del citoesqueleto ba-
sado en actina que sostiene la membrana plasmdtica en todas las demds células
animales.

Los filamentos de actina en el cértex del eritrocito son muy cortos, y tan sélo
actiian como elementos de entrecruzamiento entre los tetrameros de espectri-
na. Al contrario, en el cortex de una célula mads tipica, son mucho mads largos y
asi se proyectan hacia el citoplasma, donde forman la base de una red tridimen-
sional de filamentos de actina. No estd nada claro si las moléculas parecidas a la
anquirina servirfan de anclaje a la membrana plasmadtica para esta disposicién
cortical mas tipica, aunque se cree que en algunas células epiteliales la ATPasa
de Na*-K* transmembrana (discutida en el Capitulo 11) uniria esta red cortical
de actina a la membrana plasmatica a través de este tipo de proteinas.

Generalmente la red cortical de filamentos de actina determina la forma y
las propiedades mecdnicas de la membrana plasmatica. Muchos tipos de unio-
nes a membrana necesitan de los filamentos de actina para llevar a cabo sus di-
versas funciones en el cdrtex; el acoplamiento a proteinas transmembrana a tra-
vés de la anquirina es tinicamente uno de ellos. Existen otros tipos de uniones
mads dindmicas, pero tan s6lo empiezan a ser caracterizadas las proteinas que los
median.

Proteinas de entrecruzamiento con diferentes propiedades
organizan ensamblajes particulares de actina*

En las células animales los filamentos de actina corticales estdn organizados en
tres tipos generales de disposiciones (Figura 16-65). En haces paralelos, tal como
se encuentran en las microespinas y en los filopodios: los filamentos estdn
orientados con la misma polaridad y estdn espaciados muy regularmente (sepa-
rados 10-20 nm). En haces contrdctiles, encontrados en las fibras de estrés y en el
anillo contractil que divide la célula en dos durante la mitosis: los filamentos se
encuentran orientados con polaridades opuestas, mucho mds espaciados (sepa-
rados 30-60 nm) y presentan la proteina motora miosina-II (se discute mas ade-
lante). En las redes parecidas a geles del cértex celular: los filamentos estan dis-
puestos de forma relativamente mdés relajada, en disposiciones abiertas con
interconexiones ortogonales. ;C6mo se generan y se mantienen estas diferentes
disposiciones del mismo filamento de actina en una misma célula? Aunque no

fibra de estrés

LY
cortex celular ‘.&
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Figura 16-65 Tres tipos de
disposiciones corticales de los

filamentos de actina. Se muestra una
célula arrastrandose, con tres dreas

ampliadas para evidenciar la

disposicidn de los filamentos de actina

dibujados a escala. Las puntas de

flecha apuntan hacia el extremo mads

de los filamentos.
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conozcamos totalmente la respuesta, las proteinas de entrecruzamiento de los fi-
lamentos de actina tienen claramente una gran importancia.

Las proteinas de entrecruzamiento pueden dividirse en dos clases —protei-
nas que forman haces y proteinas que forman geles— de acuerdo con su efecto in
vitro sobre los filamentos de actina puros. Las proteinas que forman haces en-
trecruzan los filamentos de actina en disposiciones paralelas y son importantes
en la formacién tanto de las intimas disposiciones paralelas como de los haces
contrdctiles mds espaciados descritos anteriormente. Al contrario, las proteinas
que forman geles entrecruzan los filamentos de actina en intersecciones en dia-
gonal, creando los geles laxos.

La fimbrina y la e-actinina son proteinas formadoras de haces ampliamente
distribuidas. La fimbrina se encuentra en los haces de filamentos paralelos del
borde frontal de las células, particularmente en las microespinas y en los filopo-
dios, y se cree que es la responsable de la asociacion intima de los filamentos de
actina en estas disposiciones. La segunda proteifna formadora de haces, la a-ac-
tinina, se concentra en las fibras de estrés, donde se cree que es la responsable,
en parte, de los entrecruzamientos relajados de los filamentos de actina en estos
haces contractiles; también interviene en el anclaje de los extremos de las fibras
de estrés en los contactos focales. Tal y como explicaremos mds adelante, la mio-
sina es la protefna motora en las fibras de estrés y en otras disposiciones con-
tractiles y es la responsable de su contractibilidad. Parece que el intimo empa-
quetamiento de los filamentos de actina causado por la fimbrina excluye a la
miosina, mientras que el empaquetamiento relajado provocado por la c-actini-
na permitiria la entrada de las moléculas de miosina; de todas formas, el dife-
rente espaciamiento provoca que cada una de las dos proteinas formadoras de
haces excluya a la otra (Figura 16-66).

La filamina es una proteina formadora de geles ampliamente distribuida.
Aunque no se encuentra ni en las fibras de estrés ni en el borde delantero, se en-
cuentra enriquecida en el cortex. La filamina es un homodimero que permite la
formacién de redes laxas y altamente viscosas al unir dos filamentos de actina y
entrecruzarlos uno con otro (Figura 16-67). Es una proteina abundante en mu-

Figura 16-67 La filamina entrecruza los filamentos de actina formando
una red tridimensional con las propiedades fisicas de un gel. Cada
homodimero de filamina tiene cerca de 160 nm de longitud cuando estd
totalmente extendido y forma una unién flexible con un dngulo elevado entre
dos filamentos de actina adyacentes. La filamina puede constituir un 1% de la
proteina total de la célula. Hay una molécula de filamina por cada 50
monémeros de actina.
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(B) 100 nm

Figura 16-66 Laformacién de dos
tipos de haces de filamentos de
actina. (A) La a-actinina, que es un
homodimero, entrecruza los
filamentos de actina en haces laxos,
que permiten a la proteina motora
miosina-II (no se muestra) participar
en el ensamblaje. La fimbrina
entrecruza los filamentos de actina en
haces apretados, que excluyen a esta
proteina. La fimbrina y la a-actinina
tienden a excluirse la una a la otra a
causa del espaciado de los diferentes
haces de filamentos de actina que
forman. (B) Electronmicrografia de
moléculas de o-actinina purificadas.
(B, por cortesia de John Heuser.)
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chas células animales, lo cual refleja el predominio de las redes laxas en la orga-
nizacién de la actina.

Las proteinas de unién a la actina con propiedades diferentes
estdn construidas a partir de m6dulos semejantes*

La fimbrina, la a-actinina, la filamina y la espectrina presentan todas ellas dos
dominios de unién al filamento de actina, con lo cual no es de extrafiar que cada
una necesite entrecruzar dos filamentos. Sorprendentemente, la estructura de
los dominios de unién a la actina de estas proteinas es parecida. En estas cuatro
proteinas, la longitud y la flexibilidad de las secuencias espaciadoras que sepa-
ran los dos lugares de unién a la actina son distintas, y estas diferencias determi-
nan las propiedades diferenciales de los cuatro entrecruzamientos. Evidente-
mente, estas proteinas han derivado a partir de una protefna de unién a la actina
ancestral comiin mediante la adicién de secuencias espaciadoras distintas (Fi-
gura 16-68).

La gelsolina, cuando se activa por Ca**, fragmenta
los filamentos de actina®®

Cuando se calientan a 37°C en presencia de ATP extractos preparados a partir de
alguno de entre muchos tipos celulares, forman un gel. Aunque esta gelificacion
depende tanto de los filamentos de actina como de una proteina de entrecruza-
miento como la filamina, el gel presenta un comportamiento més complejo que
las mezclas simples de filamentos de actina y de filamina. Por ejemplo, si se in-
crementa la concentracién de Ca** por encima de 10" M, el gel semisélido de ac-
tina empieza a licuar —proceso conocido como solacion. Al microscopio se pue-
de observar que algunas regiones del gel solante presentan vigorosas corrientes
locales. Asi pues, es evidente que, ademds de la actina y de la filamina, en el ex-
tracto celular han de existir otros componentes responsables de este comporta-
miento. Es probable que estos componentes estén implicados en las corrientes
citoplasmdticas observadas en algunas células grandes, en las que se requieren
vigorosos movimientos de flujo para mantener una distribucién determinada de
metabolitos y de otros componentes citoplasmadticos. Al parecer estos movi-
mientos estdn asociados a un cambio local repentino del citoplasma desde una
consistencia gelificada a un estado maés fluido.

A partir de extractos se han aislado algunas proteinas celulares que cuando
se afladen a un gel de filamentos de actina y filamina provocan que, en presencia
de Ca*, el gel cambie a un estado mas fluido. La mejor caracterizada de estas pro-
teinas es la gelsolina, que, cuando se activa por la unién al Ca*, separa los fila-
mentos de actina y forma un casquete en el extremo mads del filamento que ahora
estd asequible, deshaciendo asf la red entrecruzada de filamentos de actina. En la
corteza de muchos tipos de células de los vertebrados se han encontrado protei-
nas similares a ésta; estas proteinas fragmentadoras se activan por concentracio-
nes de Ca* (aproximadamente 10% M) que se alcanzan sélo temporalmente en el
citosol.

Proteinas de unién a la actina

Figura 16-68 Estructuras modulares
de cuatro proteinas de unién a la
actina. Cada una de las proteinas
mostrada tiene dos lugares de unién a
la actina (en rojo) que estan
relacionados entre si en cuanto a su
secuencia. La fimbrina tiene dos
lugares de unién a la actina,
adyacentes, de forma que une sus dos
filamentos de actina muy juntos

(14 nm de separacién), alineados con
la misma polaridad (véase Figura
16-66). Los dos lugares de unién a la
actina de la molécula de o-actinina
estdn mds separados, conectados por
un espaciador flexible de 30 nm de
longitud, con lo cual forman haces de
filamentos de actina con una mayor
separacion entre los filamentos (40 nm
de separacion). La filamina tiene dos
lugares de unién a la actina que estan
muy separados, con una union en
forma de V entre ellos, y asi entrecruza
filamentos de actina formando una red
con los filamentos orientados casi en
dngulo recto el uno respecto al otro
(véase Figura 16-67). La espectrina es
un tetrdmero de dos subunidades o y
dos subunidades B, y el tetrdmero
tiene dos lugares de unidn a la actina
separados unos 200 nm. Las regiones
espaciadoras de estas proteinas se
construyen de manera modular a
partir de unidades de repeticién que
incluyen zonas en hélice o (verde
claro), zonas de ldmina P (verde
oscuro), y dominios de union al Ca**
(ovalos azules).

897




Una de las funciones que se postula para estas proteinas fragmentadoras es
la de ayudar a la relajacién o licuacién local del cortex celular, permitiendo que
se produzcan procesos de fusién de membrana. Por ejemplo, cuando una célula
fagocitica sanguinea engulle a un microorganismo, el fagosoma que se forma
estd inicialmente cubierto, por el lado citoplasmatico, por una gruesa red de fila-
mentos de actina originados a partir del cértex. Para que este fagosoma pueda
fusionarse con los lisosomas, estos filamentos de actina han de despolimerizarse
para permitir el contacto intimo entre las membranas del fagosoma y la del liso-
soma. Esta desaparicién de la actina puede prevenirse reduciendo artificialmen-
te la concentracion del ion Ca*, a través de la accién de la gelsolina (o de una
proteina similar). Se cree que la gelsolina también es necesaria para que la célula
se arrastre a lo largo de un substrato, aunque se desconoce su papel exacto en
este proceso.

Una mezcla de filamentos de actina purificada, filamina, y gelsolina es ca-
paz de experimentar transiciones de gel a sol dependientes de Ca?*, pero no pue-
de contraerse ni presentar los movimientos de flujo que presentan los geles cru-
dos ricos en actina obtenidos a partir de la célula. Estas actividades requieren la
presencia de otro tipo de proteina de unién a la actina -la protefna motora mio-
sina. Si la miosina se elimina selectivamente de los geles crudos ricos en actina,
desaparecen completamente las contracciones y las corrientes, lo cual sugiere
que la fuerza que provoca las corrientes citoplasmaticas estd generada por una
interaccién entre la actina y la miosina.

En las células eucariotas se han encontrado
muiltiples tipos de miosina®’

La cinematograffa a intervalos de tiempo revela que el cértex de las células estd
en continuo movimiento. En la seccién anterior remarcamos la importancia de
la polimerizaci6n y despolimerizacién de la actina en estos movimientos, pero,
al igual que en los microtiibulos, las proteinas motoras también son muy impor-
tantes. Todas las proteinas motoras de los filamentos de actina que han sido
identificadas pertenecen a la familia de las miosinas. Las miosinas fueron aisla-
das originalmente gracias a su capacidad para hidrolizar el ATP a ADP i P, cuan-
do se unen a la actina, y esto se ha mantenido como criterio bioquimico 1itil para
su identificacién. Esta actividad motora de las miosinas también se puede ob-
servar directamente si son adsorbidas encima de un cubreobjetos de cristal:
cuando se afiade ATP a una preparacién de filamentos de actina fluorescentes,
se puede observar con un microscopio de fluorescencia cé6mo los filamentos se
deslizan sobre la superficie del cristal cubierta por la miosina. Las miosinas des-
cubiertas mds recientemente también se han identificado mediante la secuen-
ciacién de su DNA antes incluso de su caracterizacién funcional o bioquimica.

La miosina, distribuida a lo largo de la actina, fue descubierta en el miisculo
esquelético, y es en este tejido donde se ha aprendido la mayor parte de lo que
se conoce acerca de la interaccién entre estas dos proteinas. La miosina muscu-
lar pertenece a la subfamilia miosina-II de las miosinas. Todas ellas tienen dos
cabezas y una larga cola, parecida a una varilla: cada cabeza presenta tanto la
actividad ATPasa como la motora. Una proteina del tipo miosina-II est4 formada
por dos cadenas pesadas idénticas, cada una de las cuales estd complejada a un
par de cadenas ligeras. El fragmento amino terminal de la cadena pesada forma
el dominio motor mientras que la mitad del extremo carboxilo terminal de la ca-
dena pesada se extiende en forma de hélice o.. Dos cadenas pesadas se entrela-
zan a través de sus dominios de cola en hélice o formando un sobreenrollamien-
to que da lugar a un dimero estable formado por dos cabezas y una tinica cola
parecida a una varilla (Figura 16-69).

La funcién mds importante de la cola semejante a una varilla de la miosina-II
es la de permitir la polimerizacién de las moléculas formando filamentos bipola-
res. Esta polimerizacion es crucial para el desarrollo de la funcién de la miosina-
11, es decir, la de mover grupos de filamentos de actina opuestos, tal y como su-
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Figura 16-69 Miosina-II (A) Una molécula de miosina estd compuesta por
dos cadenas pesadas (cada una de las cuales tiene alrededor de 2000 residuos
* ; de aminodcido de longitud) y cuatro cadenas ligeras. Las cadenas ligeras son
] de dos tipos (unas contienen alrededor de 190 residuos de aminodcidos y las
: otras alrededor de 170). En cada cabeza de miosina se halla presente una
] molécula de cada tipo (véase Figura 5-23), La dimerizacién se produce
cuando las dos hélices a se enroscan la una alrededor de la otra formando un
i sobreenrollamiento en hélice o mediado por la asociacién de aminodcidos
hidrofébicos separados regularmente. La disposicién en sobreenrollamiento
produce en solucién una extensa cuerda; esta parte de la molécula se
denomina el dominio de cuerda, o cola, Este tipo de estructura se encuentra
en otras proteinas del citoesqueleto y les permite formar una estructura
] extendida. (B) Las dos cabeza globulares y la cola pueden observarse
claramente en electronmicrografias de moléculas de miosina sombreadas
con platino. (B, por cortesia de David Shotton.)

3 cede durante la contraccién muscular. La miosina es relativamente abundante
en el cértex celular; en los fibroblastos, por ejemplo, existe una molécula de
miosina-II por cada 100 moléculas de actina. En el anillo contréctil los filamen-
tos de miosina son los responsables del movimiento de la membrana en el surco
central durante la divisién celular, como discutimos en el Capitulo 18. Se cree
que estos filamentos generan tension en las fibras de estrés y también mucha
tension cortical que comportaria el tensamiento de la superficie celular. Su pa-
pel en la contraccién muscular se describe al final de este capitulo.

Ademds de la miosina-II, que generalmente es la miosina mas abundante de
la célula, las células no musculares disponen de diversas miosinas mds peque-
fas, la mejor caracterizada de las cuales es la llamada miosina-I (Figura 16-70).
Se cree que la miosina-I es mds parecida a la original, a una miosina mds primiti-
va a partir de la cual habria evolucionado la miosina-II. Una tinica célula puede
disponer de muiltiples miosinas mds pequenas, cada una de las cuales estd codi-
ficada por un gen distinto y también lleva a cabo una funcién diferente; la célula
del moho del cieno Dictyostelium, por ejemplo, tiene al menos nueve de ellas. La
caracteristica mas comiin de todas las miosinas es la de presentar un dominio
motor muy conservado; el resto de dominios varfan de una miosina a otra y deter-
minan el papel especifico de la molécula en la célula. Ademds, las colas de miosi-
na pueden presentar un lugar de unién a la membrana y/o un lugar de unién a un
segundo filamento de actina independientemente del dominio de cabeza. Depen-
diendo de su cola, una molécula de miosina puede mover una vesicula a lo largo
de un filamento de actina, unir un filamento de actina a la membrana plasmatica,
0 hacer que dos filamentos de actina queden intimamente alineados y entonces
se deslicen uno con respecto al otro (Figura 16-71).

Todas las miosinas conocidas hidrolizan ATP para deslizarse a lo largo de
los filamentos de actina desde el extremo menos hacia el extremo mds. Dada la
importancia de las proteinas motoras que se desplazan en direcciones opuestas

Figura 16-70' Dos miembros de la
familia de las miosinas. A la izquierda,

Lt se muestran la miosina-1 y la miosina-
HeN 7'? e ) i ‘ 11, dibujadas a escala, y alineadas
it s i AEURMEENON 218 acting respecto a sus lugares de unién al ATP
y a la actina, altamente conservados.
Las formas relativas de las proteinas

| F—
500 aminoacidos completas se muestran a la derecha.
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a lo largo de los microtiibulos (véase Figura 16-37), no serfa sorprendente descu-
brir un tipo adicional de proteinas motoras que se desplazaran hacia el extremo
menos de los filamentos de actina.

En células no musculares pueden formarse transitoriamente
ensamblajes semejantes a los musculares*®

En las células eucariotas superiores se forman transitoriamente haces contracti-
les organizados de filamentos de actina y de filamentos de miosina para realizar
una funcidn especifica y luego se deshacen. Ms destacado atin, la divisién celu-
lar en las células animales es posible gracias a un haz a modo de cinturén de fila-
mentos de actina y de miosina, conocido como el anillo contrdctil. Este anillo
aparece justo debajo de la membrana plasmadtica durante la fase M del ciclo de
division celular; las fuerzas generadas por este anillo constrifien la mitad de la
célula conduciendo a la eventual separacidn de las dos células hijas mediante un
proceso conocido como citocinesis (Figura 16-72). El anillo contrictil se forma al
iniciarse la divisién celular a partir de actina, miosina y otras proteinas. Este pro-
ceso puede seguirse mediante la tincién con anticuerpos fluorescentes anti-
miosina de las células en divisién. Por ejemplo, en los huevos del erizo de mar
que estdn préximos a dividirse, las moléculas de miosina estdn al principio dis-
tribuidas uniformemente por debajo de la membrana plasmatica y luego, a me-
dida que se forma el anillo contractil, se desplazan a la regién ecuatorial de la cé-
lula. Una vez se ha completado la divisién celular, las moléculas de miosina se
dispersan de nuevo. Se desconoce cémo se controla este proceso, pero parece
que estaria implicado el catién Ca®* ya que la fosforilacién de la miosina-II es de-
pendiente de Ca** y tanto el Ca* como la fosforilacién incrementan la interac-
cién de la miosina con la actina lo cual comporta la formacién de filamentos bi-
polares cortos (Figura 16-73).

Otro ejemplo de haces contréctiles temporales de filamentos de actina y de
miosina son las fibras de estrés, que son componentes mayoritarios del citoes-
queleto de los fibroblastos en cultivo (Figura 16-72). Aunque mucho més peque-
fias y menos organizadas, las fibras de estrés presentan un cierto parecido con

Figura 16-72 Haces contrdctiles parecidos al del miisculo en células no
musculares. Cada haz contiene filamentos de miosina-1I ademds de
filamentos de actina.
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Figura 16-71 Posibles funciones de la
miosina-I y la miosina-Il en una
célula eucariota tipica. Las colas
cortas de una molécula de miosina-I
contienen lugares que unen los
filamentos de actina a la membrana.
Esto permite al dominio de cabeza
desplazarse de un filamento de actina
a otro (1), desplazar una vesicula a lo
largo de un filamento de actina (2) o
desplazar un filamento de actina hacia
la membrana respecto a otro filamento
de actina (4). Ademds, los pequenos
ensamblajes antiparalelos de las
moléculas de miosina pueden deslizar
unos filamentos de actina sobre los
otros, con lo cual median
contracciones locales en un haz de
filamentos de actina (3). En todos los
casos el grupo de cabeza “camina”
hacia el extremo mads del filamento de
actina con el que contacta.

CELULA DE DIVISION

/ anillo contréctil

CELULA EPITELIAL

cinturén adhesivo

FIBROBLASTO EN CULTIVO

fibra de estrés




cadenas ligeras de miosina lugar de unidn a la actina

Al U,’/ /
are W c
i FOSFORILACION f ®  AUTOENSAMBLAJE
i ESPONTANEO filamento bipolar de
15-20 moléculas

w

+— cola de miosina liberada

ESTADO INACTIVO:
(cadenas ligeras no fosforiladas)

ESTADO ACTIVO:
(cadena ligera fosforilada)

(A) : /|
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Figura 16-73 Ensamblaje controlado de la miosina-II, formando filamentos. (A) La fosforilacion controlada de una de
las dos cadenas ligeras tiene al menos dos efectos in vitro: provoca un cambio en la conformacién de la cabeza de
miosina, exponiendo su lugar de unién a la actina, y libera la cola de miosina de la “zona pegajosa” de la cabeza de
miosina, permitiendo asf a la molécula de miosina ensamblarse formando cortos filamentos bipolares. La enzima
responsable deé esta fosforilacion (la quinasa de la cadena ligera de la miosina) se describe en relacién con el musculo liso
(véase Figura 16-98). (B) Tincién negativa de filamentos cortos de miosina-II que han sido inducidos a ensamblarse por

fosforilacién de sus cadenas ligeras. (Por cortesia de John Kendrick-Jones.)

las mindsculas miofibrillas del musculo (discutido més adelante) en cuanto a su
estructura y a su funcién. Por uno de sus extremos se insertan en la membrana
plasmatica, mediante unas uniones especiales llamadas contactos focales, lugar
donde la cara externa de la célula estd intimamente unida a la matriz extracelu-
lar (Figura 16-74); por el otro extremo se insertan en un segundo contacto focal o
en una red de filamentos intermedios que rodea el nicleo celular, Las fibras de
estrés se forman en respuesta a la tensién generada a través de la célula y se des-
ensamblan durante la mitosis cuando la célula se redondea y pierde sus uniones
al substrato. También desaparecen rapidamente si se libera la tension mediante
un rayo ldser, separando stibitamente un extremo de la fibra del contacto focal.
Se cree que las fibras de tension de los fibroblastos tisulares se contraen permi-
tiendo a las células ejercer tensién sobre la matriz de coldgeno que las rodea —un
proceso esencial en la curacion de las heridas y en la morfogénesis (véase Figura
19-48). En los epitelios, los haces de filamentos de actina que se extienden desde
el citoplasma de una célula hasta el citoplasma de la célula vecina a través de las
uniones celulares pueden aparecer y desaparecer de una manera semejante; es-
tos haces de filamentos, ligados de extremo a extremo a través de las uniones cé-
lula-célula, pueden formar cables y generar tensién a lo largo de lineas de estrés
particulares en las ldminas multicelulares.

{A} (B)

Proteinas de unién a la actina

Figura 16-74 Relacién entre los
contactos focales y las fibras de estrés
en fibroblastos en cultivo. Los
contactos focales puede observarse de
forma 6ptima en células vivas
mediante microscopio de contraste
interdiferencial (A). En esta técnica, la
luz se refleja a partir de la superficie
inferior de una célula unida a un
soporte de vidrio, y los contactos
focales aparecen como manchas
negras. (B) La tincién de la misma
célula (tras su fijacion) con
anticuerpos anti-actina muestra que la
mayoria de los haces de filamentos de
actina de la célula (o fibras de estrés)
acaban en o cerca de un contacto
focal. (Por cortesia de Grenham
Ireland.)
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No todos los ensamblajes contréctiles de los filamentos de actina de las cé-
lulas no musculares son transitorios. Por ejemplo, los que estdn asociados a
uniones de anclaje intercelulares, los llamados cinturones de adhesién, son mas
permanentes. Los cinturones de adhesion (discutidos en el Capitulo 19), se en-
cuentran préximos a la superficie apical de las células epiteliales (véase Figura
16-72). Se cree que, entre otras funciones, desempefan un papel importante en
el plegamiento de las capas de células epiteliales durante la embriogénesis.

El mecanismo de contraccién de todos estos haces del citoesqueleto se basa
en un deslizamiento interdigitado de los filamentos de actina y miosina impul-
sado por el ATP. Se cree que es necesario un tipo particular de ensamblaje orde-
nado, que explicaremos mds adelante cuando tratemos del miisculo.

Los contactos focales permiten que los filamentos de actina
se extiendan hacia el substrato*’

Para extenderse sobre la matriz extracelular o sobre la superficie de otra célula,
una fibra de estrés ha de estar firmemente unida a un lugar adecuado de la
membrana plasmatica. Los anclajes entre los filamentos de actina del interior de
la célula y la matriz extracelular exterior estin mediados por proteinas trans-
membrana unidas a glucoproteinas de la membrana plasmatica. Los anclajes
mejor caracterizados son los que forman los fibroblastos en cultivo. Cuando los
fibroblastos crecen en una placa de cultivo, la mayoria de su superficie estd se-
parada del substrato por un espacio de mds de 50 nm; pero en las zonas de los
contactos focales (placas de adhesién), este espacio se reduce a entre 10y 15 nm.
En estas zonas la membrana plasmatica estd unida a componentes de la matriz
extracelular que se han adsorbido en la placa de cultivo. Mediante tincién con
anticuerpos anti-actina, puede observarse c6mo estas regiones son los lugares
donde los extremos de las fibras de estrés se unen a la membrana plasmadtica
(véase Figura 16-74).

Las principales proteinas de unién transmembrana de los contactos focales
pertenecen a la familia de las integrinas, cuyo dominio externo se une a un com-
ponente de la matriz extracelular mientras que el dominio citoplasmatico se une
a los filamentos de actina de las fibras de estrés. La unién es indirecta y estd me-
diada por muiltiples proteinas de anclaje (Figura 16-75). El dominio citoplasmati-
co de la integrina se une a una proteina llamada talina, que a su vez se une a la
vinculina, proteina que se encuentra también en otras uniones que contienen fi-
lamentos de actina, como por ejemplo las uniones adherentes (discutido en el
Capitulo 19). La vinculina se une a la ¢-actinina que también estd unida a un fi-
lamento de actina. Aunque la topologia exacta de las interacciones proteicas en
los contactos focales no estd establecida, en la Figura 16-75B se muestra una po-
sible disposicion de todas estas proteinas.

Ademds de su papel como anclas para la célula, los contactos focales pue-
den también transmitir sefiales desde la matriz hasta el citoesqueleto. Algunas
proteina quinasas, incluyendo la tirosina quinasa codificada por el gen src, se lo-
calizan en los contactos focales, y existen indicios de que su actividad cambia
con el tipo de substrato sobre el cual la célula descansa. Estas quinasas pueden
fosforilar diversas proteinas diana, incluyendo algunos componentes del citoes-
queleto, y asi regular la supervivencia, el crecimiento, la morfologia, el movi-
miento, y la diferenciacion de las células como respuesta a la matriz extracelular
de su entorno.

Los microvilli ilustran de qué forma los haces de filamentos
entrecruzados de actina pueden estabilizar zonas locales
de la membrana plasmatica®

Los microvilli son extensiones digitiformes que se encuentran en la superficie
de muchas células animales. Son especialmente abundantes en las células epite-
liales que para funcionar de una manera eficiente han de presentar una gran
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area superficial. Por ejemplo, una sola célula epitelial del intestino delgado hu-
mano tiene varios miles de microvilli en su superficie apical. Cada uno de ellos
tiene aproximadamente 0,08 pm de ancho y 1 pm de largo, de forma que la su-
perficie de absorcion de la célula es 20 veces mayor de lo que seria sin los micro-
villi. La membrana plasmatica que recubre estos microvilli est4 altamente espe-
cializada, y contiene una gruesa cubierta extracelular de polisacdridos y de
enzimas digestivas. El citoesqueleto de los microvilli ha sido estudiado con deta-
lle ~labor que no ha sido dificil ya que se trata de una estructura altamente espe-
cializada, comparada con las regiones menos especializadas del cértex celular.

La zona central de cada microvillus intestinal contiene un haz rigido de entre
20 y 30 filamentos paralelos de actina que se extiende desde la punta del microvi-
llus hasta el interior de la corteza celular. Todos los filamentos de actina del haz
estan orientados de forma que sus extremos mds apuntan hacia fuera del cuerpo
celular y se mantienen unidos a intervalos regulares mediante proteinas forma-
doras de haces de actina. Aunque la fimbrina, la protefna formadora de haces de
actina en las microespinas y los filopodios, interviene en la formacién de los fila-
mentos de actina en los microvilli, la proteina formadora de haces de actina mds
importante es la villina, que se encuentra tinicamente en los microvilli (Figura
16-76). La villina, igual que la fimbrina, entrecruza filamentos de actina en haces
paralelos, pero tiene una secuencia de unién a la actina diferente. Cuando se in-
troduce villina en un cultivo de fibroblastos, los cuales normalmente no presen-
tan villina y sélo tienen unos cuantos microvilli pequefos, los microvilli existen-
tes se convierten en microvilli alargados y estabilizados e incluso se puede
inducir la aparicién de nuevos microvilli. Estos datos sugieren que la villina es
principalmente la responsable de la formacién de los largos microvilli de las cé-
lulas epiteliales.

Protefnas de unién a la actina

proteina de
capucha

fibronectina

filamento
de actina

a-actinina

vinculina

paxilina
talina

receptor de fibronectina
lintegrina)

50 nm

Figura 16-75 Modelo que explica de
qué forma las integrinas de la
membrana plasmdtica conectan los
filamentos de actina intracelulares
con la matriz extracelular en los
contactos focales. La formacién de un
contacto focal tiene lugar cuando la
unién de glucoproteinas de la matriz
(tales como la fibronectina) de la
superficie exterior de la célula hace
que las moléculas de integrina se
agreguen en el lugar de contacto, tal
como se ilustra esquemdticamente en
(A). En (B) se muestra una posible
disposicién de las proteinas de unién
intracelular que median la unién entre
una integrina y un filamento de actina.
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Figura 16-76 Un microvillus. Un haz de filamentos de actina paralelos, que
se mantienen mediante las proteinas formadoras de haces de actina —villina y
fimbrina- forman la parte central de un microvillus. Los brazos laterales
(formados de miosina-1 y la proteina de unién al Ca*', calmodulina) conectan
los lados del haz de filamentos de actina a la membrana plasmatica contigua.
Los extremos mds de los filamentos de actina se hallan en el extremo del
microvillus, donde estdn inmersos en una sustancia amorfa, muy
electrodensa, de composicién desconocida.

La parte inferior del haz de filamentos de actina del microvillus estd anclada en
la corteza especializada de la regién apical de la célula epitelial intestinal. Esta cor-
teza, conocida como la red terminal, contiene una densa trama de moléculas de es-
pectrina que cubre una capa de filamentos intermedios (Figura 16-77). Se cree que
la espectrina da rigidez y estabilidad al cortex, manteniendo los haces de actina en
una proyeccién en dngulo recto hacia la superficie apical de la célula.

El haz de filamentos de actina estd unido a la membrana plasmatica del mi-
crovillus mediante puentes laterales que pueden ser observados mediante elec-
tronmicrograffas. Los puentes estdn formados por una forma de la miosina-1 que
tiene algunas calmodulinas unidas en la regién de su cola (discutido en el Capitu-
lo 15). La miosina estd orientada de forma que su cola estd inmersa en la mem-
brana y su cabeza, unida a un ATP activo, contacta con los filamentos de actina.
Resulta un misterio por qué una proteina motora es utilizada para unir los fila-
mentos de actina a la membrana de los microvilli. Si la miosina-I de la membrana
de los microvilli fuera mévil, deberia desplazarse hacia el extremo mads del fila-
mento de actina en la punta del microvillus. Esto ha conducido a especular que
posiblemente la miosina-I ayudaria a transportar membrana desde el extremo de
los microvilli hacia su regién central, formando vesiculas en su extremo que serian
entonces liberadas en el lumen del intestino, donde las enzimas digestivas que
transportan continian su accién.

El comportamiento de la corteza celular depende de un
equilibrio de interacciones cooperativas y competitivas
entre una gran coleccion de protefnas de union a la actina

Los ejemplos precedentes muestran que un mismo filamento de actina puede
unirse a diferentes tipos de proteinas de unién a la actina, localizadas en distin-
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Figura 16-77 Electronmicrografia por
congelacidn de una célula epitelial
intestinal, en la que se muestra la red
terminal por debajo de la membrana
plasmadtica apical. Los haces de
filamentos de actina que forman el
nticleo del microvillus se extienden
entre la red terminal, donde se unen
conjuntamente mediante un grupo
complejo de proteinas del
citoesqueleto, que incluyen la
espectrina y la miosina-I1. Por debajo
de la red terminal se encuentra una
capa de filamentos intermedios. (De N.
Hirokawa y J.E. Heuser, /. Cell Biol.
91:399-409, 1981. Reproducido con
permiso de copyright de The
Rockefeller University Press.)
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tas regiones del cortex, y que estas proteinas pueden ser segregadas en zonas
distintas de la célula. ;Qué impide que las distintas colecciones de proteinas se
mezclen en el citoplasma? Parece probable que sean importantes las interaccio-
nes cooperativas y competitivas entre estas proteinas. Por ejemplo, un tipo de
proteinas de unién a la actina que atin no hemos discutido se une a lo largo de
los filamentos de actina. El ejemplo mds extendido de esta clase son las tropo-
miosinas, que son proteinas rigidas en forma de varilla, denominadas asi por
sus similitudes con la miosina-II en cuanto a su patrén de difraccién de rayos X.
Al igual que la cola de la miosina-II, la tropomiosina es un dimero con dos cade-
nas en hélice o idénticas que se enrollan una sobre la otra formando un sobre-
enrollamiento. Al unirse a lo largo del filamento de actina, lo estabilizan y le dan
consistencia. También inhiben la unién de la filamina a los filamentos de actina,
lo cual explica probablemente por qué la tropimiosina y la filamina estan distri-
buidas de forma diferencial en la célula. Por el contrario, la unién de la tropo-
miosina al filamento de actina incremente la unién de la miosina-II-al filamento
—un ejemplo de interaccién cooperativa (Figura 16-78).

Asf ahora podemos empezar a comprender como las fibras de estrés y las re-
des corticales de filamentos de actina pueden coexistir en un mismo citoplasma.
En un lado de la célula —quizds nucleados en las adhesiones focales que se for-
man por la influencia de la proteina Rho activada- la tropomiosina, la miosina-
II, y la a-actinina se asocian con los filamentos de actina e impiden la unién de
la filamina; entonces, la actividad contractil de la miosina-II favorece cambios
en la organizacién que comportan la produccion de las fibras de estrés. En otro
lugar de la célula los filamentos de actina, deficientes en tropomiosina, se unen
a la filamina, y producen una red laxa que proporciona un bajo niimero de luga-
res donde la c-actinina puede unirse a dos filamentos a la vez, con lo cual queda
excluida; la inclinacién de los filamentos en una red laxa también puede impedir
la unién de la tropomiosina, que prefiere los filamentos rigidos. Aunque esta ex-
plicacion es parcialmente especulativa, puede ilustrar la via bdsica por la cual
una combinacién de interacciones cooperativas y competitivas puede producir
disposiciones de los filamentos de actina espacialmente diferenciadas en un
mismo citoplasma. Se desconoce cémo se establecen estas diferencias locales
postuladas que inician la formacién de estos ensamblajes. También se descono-
ce cudntos tipos distintos de disposiciones de los filamentos de actina pueden
coexistir en una célula -hay ciertamente algunos més de los dos que hemos
mencionado.

En la Figura 16-79 se resumen algunas de las proteinas de unién a la actina
discutidas en esta seccidn.

Proteinas de unidn a la actina-

ml'osina-ll>;: 3»

la tropomiosina incrementa
la unién de miosina-ll

trama de filamentos de
actina entrecruzados

formacidn de haces de
filamentos contractiles
de actina

Figura 16-78 Algunos ejemplos de
interacciones competitivas y
cooperativas entre proteinas de
unioén a la actina. La punta de flecha
en el extremo de cada filamento indica
el extremo menos. Tanto la
tropomiosina como la filamina se
unen fuertemente a los filamentos de
actina, pero su union es competitiva.
Debido a que la tropomiosina se une a
los filamentos de actina de forma
cooperativa, tanto la tropomiosina
como la filamina predominan sobre
largas zonas de la red de filamentos de
actina. Otras proteinas de unién a la
actina, como la o-actinina y la
miosina, serdn excluidas de sus lugares
especificos por interacciones
competitivas. Asi, por ejemplo, la
o-actinina se une in vitro a todo lo
largo de los filamentos purificados de
actina pero en la célula, debido a la
competencia con otras proteinas,
solamente se une de forma muy débil a
los filamentos de actina, en los que
estd confinada a lugares cercanos a los
extremos mds. Alternativamente, la
union puede verse reforzada a través
de uniones cooperativas; asf, la
tropomiosina incrementa la unién de
la miosina a los filamentos de actina.
Se cree que las miiltiples interacciones
que se producen entre los diferentes
tipos de proteinas de unién a actina
son los responsables de la compleja
variedad de redes de actina
encontradas en todas las células
eucariotas (véase Figura 16-79 para las
claves de los simbolos).
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La migracion de las células animales comporta tres subprocesos
distintos dependientes de actina®’

Los movimientos de deslizamiento de las células animales son de muy dificil ex-
plicacién a nivel molecular. Diferentes partes de la célula cambian a la vez, y
ademads no hay un tinico organulo locomotor facilmente identificable (andlogo al
flagelo, por ejemplo). Aunque la actina es la base de la migracién celular animal,
puede sufrir diferentes tipos de modificaciones mientras la célula migra, ensam-
blandose en forma de lamelipodios o microespinas, asocidndose con los contac-
tos focales, formando las fibras de estrés y otras muchas estructuras. Un informe
completo tendria que dar una explicacién molecular a estas transformaciones,
explicar como estdn coordinadas en el tiempo y en el espacio y también informar
de parametros bioquimicos importantes tales como el desarrollo de la tension
cortical y la formacion de fuertes uniones entre la célula y el substrato.

Hay, a grandes rasgos, tres procesos distintos que pueden identificarse en
los movimientos deslizantes de las células animales: la protrusién, en que los la-
melipodios y las microespinas (o filopodios) se extienden desde la parte anterior
de la célula; la adhesién, en que el citoesqueleto de actina conecta con el subs-
trato; y la traccion, en que el cuerpo celular se mueve hacia adelante.

La protrusion es una funcion del borde frontal de avance de la célula. Los la-
melipodios y las microespinas (o filopodios) ricos en actina se extienden hacia
adelante sobre el substrato, proceso que va acompafiado de la polimerizacién de
la actina, descrita anteriormente. Parece probable que la protrusiéon sea condu-
cida por la polimerizacién de la actina en el borde frontal (Figura 16-58), pero
ello atin es discutido. Los motores proteicos del tipo miosina-I se adhieren a la
membrana plasmatica y podrian conducir a la célula hacia adelante moviéndose
activamente a lo largo de los filamentos de actina. Alin existe otra posibilidad,
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Figura 16-79 Algunos de los tres
tipos de proteinas que se unen ala
actina hallados en la mayoria de
células de los vertebrados. La actina
se muestra en rojo, mientras que las
proteinas de unién a la actina se
muestran en verde. El peso molecular
de cada proteina se da en quilodaltons
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que ha sido sugerida a partir del movimiento de amebas gigantes, y es que las
protrusiones aparezcan en el frente celular mediante la presién hidrostatica ge-
nerada por la contraccion del cértex celular.

La adhesion al substrato de los filamentos de actina corticales se ha discuti-
do anteriormente cuando se describian los contactos focales, aunque hay es-
tructuras de adhesién especializadas presentes en los fibroblastos en cultivo que
estdn asociadas a los extremos de las fibras de estrés. Rapidamente las células
moviles ~como las amebas Dictyostelium y los glébulos blancos- realizan més
contactos difusos con el substrato. Se cree que a estos contactos pueden aplicar-
se principios similares: receptores transmembrana de protefnas de la matriz ex-
tracelular unen la membrana plasmdtica con el substrato, y los filamentos de ac-
tina del citoplasma interactiian con los dominios citoplasméticos de estos
receptores a través de las proteinas de unién a la actina. Se desconocen atin al-
gunos de los detalles de estas interacciones tan importantes, pero estd claro que
los contactos celulares con el substrato deben estar forméndose y rompiéndose
continuamente mientras la célula se mueve.

La traccion es quizds la parte mas enigmatica del movimiento celular. En
muchos casos se cree que la fuerza para la locomocién celular se genera cerca
del extremo anterior de la célula y que el niicleo y el volumen citoplasmatico son
arrastrados pasivamente en este movimiento. Se puede observar esta fuerza ge-
neradora de distintas formas. El extremo anterior de una célula puede contraer-
se activamente igual que una fibra muscular y entonces tirar de la parte trasera
de la célula. Desde otro punto de vista, la polimerizacién de los filamentos de ac-
tina en el borde frontal de avance de la célula extiende también el cértex de acti-
na hacia adelante, y la parte trasera de la célula es entonces arrastrada hacia
adelante por la fuerza contractil resultante de la tensién cortical (Figura 16-80).

El mecanismo de la locomocién celular puede ser
diseccionado genéticamente®?

Una de las vias mds poderosas para analizar el mecanismo de procesos celulares
complejos es examinar el efecto de las mutaciones que resultan de supresiones,
sobreexpresiones, o modificaciones de proteinas especificas. En el caso del movi-
miento de las células animales, las células ameboides del moho del cieno Dictyos-
telium son particularmente adecuadas para los andlisis genéticos. Estas células
tienen una forma y una manera de desplazarse que est4d intimamente relacionada
con la de las células de los organismos superiores. Ademds son haploides y, por

Proteinas de unidn a la actina

Figura 16-80 Modelo que explica
cémo las fuerzas generadas en el
cortex rico en actina podrfan
desplazar la célula hacia adelante. La
extension dependiente de actina y la
fijacién de un lamelipodio en el borde
frontal de avance estirarian el c6rtex
de actina. La tensién cortical dirigirfa
el cuerpo de la célula hacia adelante
disipando parte de la tensién. Se
forman nuevos contactos focales y los
viejos se desensamblan mientras la
célula se mueve hacia adelante. Este
mismo ciclo se repetirfa una y otra vez,
desplazando la célula hacia adelante
de una forma gradual, Se muestra en
rojo la actina cortical polimerizada
nuevamente.
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tanto, son facilmente manipulables mediante métodos de genética inversa. Por
tanto, en estas células ha sido posible suprimir un niimero importante de protei-
nas de union a la actina y examinar su efecto sobre la locomocion celular.

Por ejemplo, el papel de la miosina-II ha sido comprobado genéticamente
mediante dos métodos. En uno, se ha substituido el gen de la miosina-II por una
forma defectiva de este gen, mediante recombinacién homéloga (véase Figura 7-
47), comportando la apariciéon de un mutante sin miosina-II. La segunda estrate-
gia es la de utilizar RNA antisentido (véase Figura 7-43) para inactivar el mRNA de
la miosina-II, lo cual tiene esencialmente el mismo efecto que la estrategia ante-
rior. En un Dictyostelium normal que se desliza, la miosina-II estd concentrada
cerca de la parte trasera de la célula mientras que la miosina-I se concentra en el
extremo anterior (Figura 16-81). En los mutantes, la miosina-I no ha cambiado
pero no existe la miosina-II.

Es de destacar que las células de Dictyostelium sin miosina-11 pueden despla-
zarse todavia sobre el substrato y responder quimiotdcticamente a una fuente de
AMP ciclico, aunque ambos procesos estdn algo alterados. Por tanto, la miosina-
II no es absolutamente imprescindible para la locomocién celular. La actividad
protrusiva del extremo anterior de tales mutantes es bastante normal, pero el
movimiento del cuerpo celular hacia adelante no es tan normal, lo cual sugiere
que la miosina-II puede jugar un papel en la generacién de la traccién. De todas
formas, la miosina-I y la polimerizacion de la actina pueden conducir la célula
hacia adelante a una velocidad razonable sin la ayuda de la miosina-II.

Como era de esperar, las célula mutantes son incapaces de formar el anillo
contrictil después de la mitosis y entonces se forma una célula gigante multinu-
cleada. Estas células se dividen finalmente utilizando la locomocidn celular que
las rompe en dos partes. Es interesante especular que esta citocinesis depen-
diente del movimiento puede representar un mecanismo de divisién celular pri-
mitivo y que la miosina-II podria haber evolucionado a partir de la miosina-I
mediante seleccién natural, formando un aparato citocinético mas eficiente.

Resumen

Las miiltiples formas y variadas funciones de la actina en las células eucariotas de-
penden de un repertorio versdlil de proteinas de unién a la actina que entrecruzan
los filamentos de actina formando geles laxos, los unen en forma de haces rigidos,
los adhieren a la membrana plasmdtica, o los desplazan a la fuerza uno respecto al
otro. Por ejemplo, la tropomiosina se une a lo largo de los filamentos de actina,
convirtiéndolos en estructuras mds rigidas y alterando su afinidad hacia otras pro-
teinas. La filamina entrecruza los filamentos de actina formando geles laxos. La
fimbrina y la a-actininia forman haces de filamentos de actina paralelos. La gelso-
lina media una fragmentacion dependiente de Ca** de los filamentos de actina, lo
que provoca la solacion de los geles de actina. Diversas formas de miosina utilizan
la energia de la hidrdlisis del ATP para desplazarse a lo largo de los filamentos de
actina, transportando orgdnulos rodeados de membrana de una region a otra de la
célula o desplazando filamentos de actina adyacentes, uno contra otro. Se cree que
colecciones de proteinas de union a la actina actiian cooperativamente generando
movimientos de la superficie celular, incluyendo la citocinesis, la fagocitosis y la lo-
comocion celular. Estos movimientos son dificiles de analizar a causa de los mu-
chos componentes implicados en ellos, pero aproximaciones genéticas, en las cuales
se han mutado los genes que codifican proteinas de union a la actina especificas,
pueden mostrar la funcidn individual de las proteinas en cada proceso.

El muisculo?®

Muchas de las proteinas que se asocian a los filamentos de actina en las células
eucariotas fueron descubiertas por primera vez en el musculo. La contraccién
muscular es el movimiento mds familiar y mejor conocido de todos los tipos de
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Figura 16-81 La localizacién de la
miosina-1y de la miosina-1I en una
ameba deslizante normal de
Dictyostelium. Se han marcado las dos
formas de la miosina con anticuerpos
especificos, cada uno acoplado a un
marcador fluorescente distinto, y se
han observado con el microscopio de
fluorescencia. La miosina-II (rojo) se
presenta a una elevada acumulacion
en el cortex posterior, mientras que la
miosina-1 (verde) esta principalmente
restringida al extremo anterior.
También puede verse algo de miosina
en vesiculas endociticas dentro del
citoplasma. (Por cortesia de Yoshio
Fukui.)
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Figura 16-82 Células del miisculo esquelético (también denominadas
fibras musculares). (A) En un individuo humano adulto, estas enormes
células plurinucleadas tienen tipicamente 50 pm de didmetro y pueden llegar
a tener algunos centimetros de longitud. (B) Micrografia fluorescente que
muestra la localizacion periférica del niicleo en el miisculo de la rata (azul).
(B, por cortesia de Nancy L. Kedersha.)

(B)

50 pm
movimiento de que son capaces los animales. En los vertebrados, por ejemplo,
el correr, el andar, el nadar y el volar son dependientes de la capacidad del muis-
culo esquelético de contraerse rapidamente en su andamiaje de hueso, mientras
que los movimientos involuntarios tales como el latido del corazén y el peristal-
tismo del intestino, dependen de la contraccién del muisculo cardiaco y del muis-
culo liso, respectivamente,

Figura 16-83 Miofibrillas del miisculo esquelético. (A) Electronmicrografia a bajos
aumentos de una seccién longitudinal de una fibra muscular esquelética de conejo,
mostrando el patrén regular de bandas transversales. La célula contiene numerosas
miofibrillas alineadas en paralelo (véase Figura 16-82). (B) Detalle de la fibra
muscular esquelética de (A), mostrando porciones de dos miofibrillas adyacentes y
la definicion de sarcémero. (C) Diagrama esquematico de un sarcémero,
mostrando el origen de las bandas oscuras y de las bandas claras observadas en las
electronmicrografias. Los discos Z, en cada extremo del sarc6mero, son los lugares
de unién de los filamentos delgados (filamentos de actina); la linea M, o linea
media, es el lugar donde se localizan las proteinas especificas que unen los
filamentos gruesos adyacentes (filamentos de miosina-II) unos con otros. Las
bandas verdes anchas, que marcan la localizacién de los filamentos gruesos, son
denominadas a veces bandas A, porque aparecen como anisétropas a la luz
polarizada (es decir, su indice de refraccién varia con el plano de polarizacién). Las
bandas rojas delgadas, formadas tinicamente por filamentos delgados y con una
densidad de proteinas menor, son relativamente isotrépicas a la luz polarizada, y a
veces se denominan bandas I. (A y B, por cortesia de Roger Craig.)
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I ]

M |
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Aunque el miisculo es el ejemplo mejor comprendido del movimiento basa-
do en la actina, fue desarrollado relativamente tarde en la evolucion y est4 alta-
mente especializado si lo comparamos en las diversas células animales. En par-
ticular, las unidades contrictiles de las células musculares, basadas en la actina
y en la miosina, las miofibrillas, no son labiles como las estructuras basadas en
la actina y en la miosina de las células no musculares.

Las miofibrillas estdn formadas por ensamblajes repetitivos
de filamentos gruesos y delgados®

Las esbeltas fibras musculares del misculo esquelético son enormes células in-
dividuales formadas durante el desarrollo embrionario, resultantes de la fusién
de células individuales (discutido en el Capitulo 22). El micleo de las células in-
tegrantes permanece en esta gran célula y se dispone justo debajo de la mem-
brana plasmatica. Pero la mayor parte del citoplasma (unas dos terceras partes
de su masa) estd formado por miofibrillas, que son los elementos contractiles
de la célula muscular. Las miofibrillas son estructuras cilindricas de 1 a 2 pm de
didmetro, que a menudo son tan largos como la célula muscular (Figura 16-82).

Cada miofibrilla estd formada por una cadena de mimisculas unidades con-
tractiles, o sarcémeros, cada uno de ellos de unas 2,2 pm de longitud, que confie-
ren a la miofibrilla de los vertebrados su apariencia estriada. A gran aumento, en
cada sarcomero puede verse una serie de anchas bandas claras y oscuras; cada
sarcomero estd separado del siguiente por una linea electrodensa, situada en el
centro de cada banda clara, denominada linea Z o disco Z (Figura 16-83).

Cada sarcémero contiene un ensamblaje de filamentos parcialmente super-
puestos y paralelos. Los filamentos delgados estan formados por actina con pro-
teinas asociadas que estdn unidas a los discos Z en uno de los extremos del sar-
comero. Se extienden hacia el interior del sarcémero, donde se superponen con
los filamentos grueso, que son polimeros de isoformas de la miosina-II especifi-
cas del musculo (Figura 16-83C). Cuando se observa al microscopio electrénico
un corte transversal de esta regién de superposicion, se puede ver que los fila-
mentos gruesos se hallan dispuestos siguiendo una trama hexagonal regular,
con los filamentos delgados dispuestos regularmente entre ellos (Figura 16-84).

La contraccion se produce por el deslizamiento de los filamentos
de miosina y de actina entre sf

El acortamiento del sarcémero se produce por el deslizamiento de los filamen-
tos de miosina sobre los de actina, sin que se produzca ningtin cambio en la lon-
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Figura 16-84 Electronmicrografia de
una seccidén transversal del miisculo
de vuelo de un insecto. Los filamentos
de actina y de miosina estdn
dispuestos siguiendo una regularidad
cristalina. A diferencia de lo que ocurre
en los vertebrados, los filamentos
gruesos son huecos, tal como se
observa en la ampliacién de la
derecha. En la Figura 16-86 se muestra
una seccion longitudinal del misculo.
La geometria de la trama hexagonal es
ligeramente diferente en el musculo de
los vertebrados. (De J. Auber, J. de
Microsc. 8:197-232, 1969.)
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gitud de cada tipo de filamento (Figura 16-85). Este modelo de deslizamiento de
los filamentos, propuesto por primera vez en 1954, fue crucial para entender el
mecanismo de la contraccién muscular.

En las micrografias electrénicas a gran aumento se puede observar la base
ultraestructural de la interaccién generadora de la fuerza. Se puede observar
como los filamentos de miosina presentan numerosos brazos laterales dimi-
nutos, o puentes cruzados, que atraviesan la separacién de unos 13 nm, en-
trando en contacto con los filamentos de actina adyacentes (Figura 16-86). Es-
tos puentes cruzados son las cabezas de la miosina-II, y cuando el musculo se
contrae, los filamentos de actina y de miosina se empujan los unos a los otros
mediante la accién ciclica de los puentes cruzados, a modo de baterias de di-
minutos remos.

Como ya hemos mencionado anteriormente, la cabeza globular, 0 dominio
motor, de la molécula de miosina-II se une a los filamentos de actina e hidroliza
ATP. Las cabezas de miosina-II aisladas, que pueden prepararse mediante diges-
tion con papafna, retienen tanto la actividad ATPasa como las propiedades de
union al filamento de actina y pueden utilizarse para analizar la interaccién en-
tre la actina y la miosina.

Cada molécula de actina de un filamento es capaz de unir una cabeza de
miosina-II formando un complejo que permite ver la polaridad estructural del
filamento de actina. Mediante tinciones negativas, estos complejos se pueden
observar al microscopio electrénico y tienen una forma regular y caracteristica:
cada cabeza de miosina forma una proyeccién lateral y la imagen superpuesta
de muchas de estas proyecciones toma la apariencia de unas cabezas de flecha a
lo largo de los filamentos de actina. El extremo puntiagudo creado por estas fle-

disco Z actina miosina linea M
{filamento delgado) (filamento grueso)

El miisculo

Figura 16-85 Modelo de

deslizamiento de los filamentos de la
contraccion muscular. Los filamentos

de actina y de miosina se deslizan

unos sobre otros, sin que se reduzca su

longitud.

Figura 16-86 Electronmicrografia de
una seccién longitudinal del miisculo
de vuelo de un insecto. Esta seccion

ultrafina muestra claramente la

alternancia entre los filamentos de

actina y de miosina, asi como los

puentes que los unen. Véase que el
miisculo de vuelo de un insecto tienen
un elevado grado de superposicién

inusual entre los dos tipos de

filamentos. (Por cortesia de Mary C.

Reedy.)
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extremo menos extremo mas extremo menos Figl.ll‘a 16-87 Filamentos de actina

¥ “decorados” con cabezas aisladas de
miosina. (A) En la electronmicrografia
la disposicidn helicoidal de las cabezas
de miosina unidas, inclinadas
siguiendo una sola direccion, confiere
al conjunto una apariencia de puntas
de flecha y pone de manifiesto la
polaridad del filamento de actina. El
extremo de la punta corresponde al
extremo menos, mientras que el
extremo ancho corresponde al extremo
mds. (B) Reconstruccién
tridimensional a partir de las
micrograffas electrénicas, de un
filamento de actina decorado de una
manera parecida. La regién que se
muestra corresponde al drea marcada
en (A). El filamento de actina se
muestra en rojo, las cabezas de
miosina son amarillas, las cadenas
ligeras de miosina son grises, y la
posicién de la tropomiosina se
muestra en morado. (A, por cortesia de

. -3 Roger Craig; B, por cortesia de Ron
(A)  extremo mas extremo menos (B) extremo mas Milligan )

| |
100 nm

. L B

chas de miosina corresponde al extremo “menos”, de crecimiento lento, del fila-
mento de actina descrito anteriormente (véase pag. 880). El otro, el extremo bar-
bado, corresponde al extremo “mds”, de crecimiento ripido (Figura 16-87).
Como se muestra en la Figura 16-88, las cabezas de miosina se orientan en
direcciones opuestas a cada lado de la zona central desnuda del filamento de

cabezas de miosina

500 nm

cabezas de miosina
zona desnuda \

R T,

Figura 16-88 Elfilamento grueso de miosina. (A) Electronmicrografia de un
filamento grueso de miosina-II aislado de un musculo de rana. Nétese la
zona central desnuda. (B) Diagrama esquematico, no dibujado a escala. Las
moléculas de miosina-1I se agregan conjuntamente a través de sus colas, de
forma que sus cabezas se proyectan hacia el exterior. La zona desnuda del
centro del filamento estd formada enteramente por colas de miosina-II.

(C) Pequefia seccién de un filamento de miosina-1II, reconstruido a partir de
electronmicrografias. Se ha dibujado en verde una molécula individual de
miosina. (A, por cortesia de Murray Stewart; C, basado en R.A. Crowther, R.
Padron, y R. Craig, J. Mol. Biol. 184:429-439, 1985.)
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[ sarcémero |

los filamentos gruesos de miosina invierten su polaridad
en la linea media del sarcomero (la linea M)

A

\ : 3 .
extremo mas de los filamentos de actina extremo menos de filamentos de actina disco 2
sobre el extremo del disco 2

miosina-II. Dado que las cabezas deben interactuar con los filamentos de actina  Figura 16-89 A cada lado de la linea
en la region de solapamiento, los filamentos de actina han de tener polaridades ~ media de un sarc6mero los
opuestas a cada lado del sarcémero. Esto ha sido demostrado utilizando cabezas  filamentos de miosina y de actina se
de miosina para “decorar” los filamentos de actina unidos a discos Z aislados. Se  Solapan con la misma polaridad
encontr6 que todas las puntas de flecha de la miosina apuntaban en direccion  relativa.

opuesta a las bandas Z mientras que los extremos menos apuntaban hacia los fi-

lamentos de miosina (Figura 16-89).

Las cabezas de miosina “caminan” hacia el extremo menos
de los filamentos de actina®®

La contraccién muscular estd impulsada por la interaccién entre las cabezas de
miosina y los filamentos de actina adyacentes. Durante esta interaccién, la cabe-
za de miosina hidroliza ATP. La hidrdlisis del ATP y la disociacién consiguiente
de los productos fuertemente unidos (ADP i P,) producen una serie ordenada de
cambios alostéricos en la conformacién de la miosina. Como resultado de todo
ello, parte de la energia liberada se acopla a la produccién de movimiento. Un
mayor avance en la comprensién de estos cambios en la estructura proteica y
también en la comprensién de cémo la hidrélisis del ATP estd acoplada al movi-
miento direccionado de la molécula de miosina, se obtuvo con la determinacién
de la estructura tridimensional de la cabeza de la miosina mediante difraccién
de rayos X (Figura 16-90). Con éstos y otros datos, esta estructura sugiere que el
movimiento unidireccional se genera mediante la secuencia de acontecimientos
ilustrada en la Figura 16-91.

Dado que cada vuelta del ciclo que se ilustra en la Figura 16-91 resulta de la
hidrélisis y liberacién de una molécula de ATP, las series de cambios conforma-
cionales que acabamos de describir estdn impulsados por un cambio de energia
libre muy favorable, que los hace unidireccionales. Por consiguiente, cada molé-
cula de miosina “camina” en una tnica direccién a lo largo del filamento de acti-
na adyacente, desplazandose siempre hacia el extremo mads del filamento (véase
Figura 16-89). Al sufrir un cambio ciclico de conformacién, la cabeza de miosina
va estirando el filamento de actina, haciendo que éste se deslice sobre el fila-
mento de miosina. Cuando una cabeza individual de miosina se ha separado del
filamento de actina, es arrastrada por la accién de las otras cabezas de miosina
del mismo filamento de miosina, de modo que una fotografia instantdnea de
todo un filamento de miosina de un misculo en contraccién mostraria algunas
de las cabezas de miosina unidas a los filamentos de actina, mientras que otras
estarfan separadas. (Para que esto suceda es esencial que exista un cierto grado
de elasticidad en el salto de las moléculas de miosina.) Cada filamento de miosi-
na tiene aproximadamente unas 300 cabezas de miosina (294 en el misculo de
larana); en una contraccién rdpida cada una de ellas realiza unos 5 ciclos por se-
gundo —el deslizamiento de los filamentos de miosina sobre los de actina tiene
lugar a velocidades superiores a 15 pm/segundo.

El miisculo 913




Figura 16-90 Modelo espacial de la cabeza dela
miosina muscular. El modelo estd orientado de
manera que la superficie de unién a la actina se
encuentra en la esquina derecha de la parte
inferior. Los tres dominios de la cadena pesada de
la miosina se han marcado en verde, rojo y azul,
respectivamente, mientras que las dos cadenas
ligeras se han marcado en amarillo y morado. (De
I. Rayment et al., Science, 261:50-58, 1993. © 1993
the AAAS.)

filamento de actina

extremo
menos

cabeza de miosina
UNION

ATP

filamento grueso

LIBERACION de miosina

l HIDROLISIS

MOVIMIENTO

GENERACION
DE LA FUERZA
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extremo

UNION—AI iniciarse el ciclo que se muestra en la figura,
una cabeza de miosina, sin ningun nucleétido unido, se
une fuertemente a un filamento de actina en una
configuracion de rigor {(asi llamada porque es la
responsable del rigor mortis, la rigidez de la muerte). En
un musculo en contraccion activa este estado es de corta
duracién y finaliza rapidamente mediante la unién de
una molécula de ATP.

LIBERACION—Una molécula de ATP se une en el surco
de la “parte trasera” de la cabeza |es decir, en la parte
mas alejada del filamento de actina) e inmediatamente
provoca un cambio ligero en la conformacion de los
dominios, que libera el lugar de unién a la actina (véase
Figura 16-90). Esto reduce la afinidad de la cabeza por la
actina y le permite desplazarse a lo largo del filamento.
(El espacio aqui dibujado entre |la cabeza y |a actina
enfatiza este cambio, aungue en la realidad
probablemente se mantiene muy cerca de la actina.)

MOVIMIENTO—E| surco se cierra como la concha de una
almeja alrededor de la molécula de ATP, induciendo un
gran cambio morfolégico que provoca el desplazamiento
de la cabeza a lo largo del filamento a una distancia de
unos 5 nm. Se produce la hidrolisis del ATP, pero el ADP
y el P, producidos se mantienen intimamente unidos a la
proteina.

GENERACION DE LA FUERZA—La unidn débil de la
cabeza de miosina a un nuevo lugar en el filamento de
actina provoca la liberacién del fosfato inorgénico
producido por la hidrélisis del ATP, con lo cual se
refuerza la unién de la cabeza con la actina. Esta
liberacion proporciona el golpe de potencia —el cambio
de forma generado por la fuerza durante el cual la cabeza
recupera su conformacion original. Durante el golpe de
potencia, la cabeza pierde el ADP unido y se inicia un
nuevo ciclo.

UNION—AI final del ciclo, la cabeza de miosina se
encuentra de nuevo intimamente unida al filamento de
actina en la configuracidn de rigor. Notese que la cabeza
se ha desplazado hacia una nueva posicién en el
filamento de actina.

Figura 16-91 El ciclo de cambios por los cuales
una molécula de miosina “camina” a lo largo de
un filamento de actina. (Basado en I. Rayment et
al., Science 261:50-58, 1993. © 1993 the AAAS.)




La contraccién muscular se inicia por un aumento repentino
de la concentracion de Ca** citosélico®®

La fuerza que genera la interaccién molecular que acabamos de describir sélo
tiene lugar cuando una sefial procedente del nervio motor pasa al miisculo es-
quelético. La sefial procedente del nervio dispara un potencial de accién en la
membrana plasmatica de la célula muscular, y esta excitacién eléctrica se trans-
mite rdpidamente a través de una serie de pliegues membranosos, los tiibulos
transversales, o tiibulos T, que son invaginaciones de la membrana plasmadtica
de la fibra muscular que penetran hacia el interior de la célula. A continuacién,
la senial se transfiere, de alguna manera, al reticulo endoplasmdtico, una capa
adyacente de vesiculas aplanadas y anastomosadas que rodea cada miofibrilla
como una funda (Figura 16-92A).

En la region de unién, grandes canales de liberacion de Ca** se extienden
como pilares desde la membrana del reticulo endoplasmatico contactando con
la membrana del tibulo T del otro lado (Figura 16-92C). Cuando diversas protei-
nas sensibles al voltaje en la membrana del tibulo T se activan por el incremen-
to del potencial de accién, desencadena la apertura de alguno de los canales de
liberacién de calcio, probablemente mediante un acoplamiento mecdnico di-
recto. Entonces, los iones Ca** se escapan del reticulo endoplasmadtico (donde se
almacenan en grandes cantidades) al lugar de la unién, provocando que se
abran mds canales de liberacion de calcio, con lo cual se amplifica la respuesta.
El flujo de iones Ca** en direccién al citosol, inicia la contraccién de cada una de
las miofibrillas.

La sefal se transmite desde la membrana plasmadtica de la fibra muscular
hasta cada sarcémero, en cuestion de milisegundos (via los tibulos T y el reticu-
lo endoplasmatico), por lo que todas las miofibrillas se contraen simultdnea-
mente. El incremento de la concentracién de Ca** es transitorio, ya que el Ca* es
rapidamente bombeado de nuevo hacia el reticulo endoplasmético mediante
una ATPasa dependiente de Ca*, presente en cantidades abundantes en la
membrana de este reticulo sarcoplasmatico (discutido en el Capitulo 11). Tipi-
camente, la concentracién de Ca’ citosélico se restablece hasta sus niveles de
reposo, en unos 30 milisegundos, lo cual provoca la relajacién de las miofibrillas.

Figura 16-92 Los tiibulos T yel
reticulo sarcoplasmadtico. (A) Dibujo
esquemitico de los dos sistemas de
membrana que transmiten la sefial de
contraccion desde la membrana
plasmadtica de la fibra muscular a todas
las miofibrillas de la célula.

(B) Electronmicrografia que ilustra dos
tiibulos T. Nétese la posicion de los
grandes canales liberadores de Ca* en
la membrana del reticulo
sarcoplasmadtico; parecen “pies” de
forma cuadrangular que estan
conectados a la membrana del tibulo
T adyacente. (C) Diagrama
esquemadtico que muestra cémo puede
abrirse un canal liberador de Ca** de la
membrana del reticulo
sarcoplasmadtico mediante una
proteina transmembrana sensible al
voltaje localizada en la membrana del
tibulo T adyacente. (B, por cortesia de
Clara Franzini-Armstrong.)
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blogueo del lugar de unién

acting complejo de de la miosina a la actina por
troponina tropomiosina la tropomiosina
e T

| M) |
10 nm

(A) (B)
La troponina y la tropomiosina median la regulacion de la
contracciéon del misculo esquelético por el Ca** 5

La dependencia respecto al Ca* de la contraccién muscular de los vertebrados, y
por consiguiente su dependencia respecto a las 6rdenes motoras transmitidas a
través de los nervios, es debida exclusivamente a un grupo de proteinas accesorias
especializadas, estrechamente asociadas con los filamentos de actina. Si en un tubo
de ensayo se mezcla miosina con filamentos de actina purificada, la ATPasa de la
miosina se activa tanto si existe Ca® en el medio como si no; por otro lado, en una
miofibrilla normal, en la que los filamentos de actina estdn asociados a proteinas
accesorias, la activacion de la ATPasa de la miosina es dependiente de Ca*".

Una de estas proteinas accesorias es una forma muscular de la tropomio-
sina, la molécula en forma de varilla que hemos introducido anteriormente y que
se une al surco de la hélice de actina (véase Figura 16-78). La otra proteina acce-
soria principal implicada en la regulacién del musculo esquelético de los verte-
brados por el Ca** es la froponina, un complejo de tres polipéptidos ~troponinas
T, I, y C (llamadas asi por sus actividades de unién a la Tropomiosina, actividad
Inhibidora, y de unién al Calcio, respectivamente). El complejo de la troponina
tiene forma alargada, con las subunidades C e I formando una region de cabeza
globular y la subunidad T formando una cola larga. La cola de troponina T se une
a la tropomiosina y, al parecer, es la responsable de situar el complejo sobre el fi-
lamento delgado (Figura 16-93A). La troponina I se une a la actina, y cuando se
afiade a la troponina T y a la tropomiosina, el complejo inhibe la interaccién en-
tre la actina y la miosina, incluso en presencia de Ca®*.

La posterior adicién de troponina C completa el complejo y lo hace sensible
al Ca**. Cada molécula de troponina C une hasta cuatro moléculas de Ca®'; con
el Ca** unido se suprime la inhibicién de la unién de la miosina a la actina pro-
ducida por los otros componentes de la troponina. La troponina C estd estrecha-
mente relacionada con la calmodulina, la cual media respuestas senalizadas por
Ca?* en todas las células, incluyendo la activacién de la miosina del miisculo liso.
Por lo tanto, la troponina C puede ser considerada como una forma especializa-
da de calmodulina que ha desarrollado de forma permanente un lugar de unién
ala troponina I y T, asegurando asi que la miofibrilla responda de manera extre-
madamente rdpida a un incremento en la concentracién de Ca?'.

En un filamento de actina existe una sola molécula del complejo de troponi-
na por cada siete monémeros de actina (véase Figura 16-93A). Estudios estructu-
rales sugieren que en un musculo en reposo la unién de la troponina I a la actina
desplaza las moléculas de tropomiosina a una posicién que en un misculo en
contraccion activa esta ocupada por las cabezas de miosina, inhibiendo asi la in-
teraccion entre la actina y la miosina. Cuando los niveles de Ca?** aumentan, la
troponina C provoca que la troponina I se libere de la actina, permitiendo a las
moléculas de tropomiosina desplazarse liberamente de tal manera que las cabe-
zas de miosina puedan unirse al filamento de actina (Figura 16-93B).

Otras proteinas accesorias mantienen la arquitecturd
de la miofibrilla y le proporcionan su elasticidad®®

La notable velocidad y potencia de la contraccién muscular depende de que los
filamentos de actina y de miosina de cada miofibrilla estén dispuestos uno res-
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el movimiento de la tropomiosina
mediado por el Ca?* deja expuesto
el lugar de union a la miosina

Figura 16-93 Elcontroldela
contraccion del miisculo esquelético
por la troponina. (A) Filamento
delgado que muestra la posicion de la
tropomiosina y de la troponina a lo
largo del filamento de actina. Cada
molécula de tropomiosina tiene siete
regiones de secuencias homoélogas,
espaciadas regularmente. Se cree que
cada una de estas secuencias se une a
un monomero de actina, tal como se
muestra en el dibujo. (B) Un filamento
delgado que ilustra como la unién del
Ca®* a la troponina se cree que libera el
bloqueo de la interaccién de la cabeza
de la miosina con la actina. (A,
adaptada de G.N, Phillips, ].P. Fillers, y
C. Cohen, J. Mol. Biol. 192: 111-131,
1986.)




pecto al otro a una distancia 6ptima y en una alineacién correcta. La organiza-
cion exacta de la miofibrilla se mantiene gracias a mas de una docena de protei-
nas estructurales: el orden en que se ensamblan y los controles sobre el proceso
son temas importantes de la investigacion contempordnea.

Los filamentos de actina estdn anclados por sus extremos mas en el disco Z,
donde se mantienen mediante proteinas que forman una trama cuadrangular.
Una de las proteinas mds importantes de esta regi6n es la o-actinina, proteina que
entrecruza la actina, que hemos discutido anteriormente y que es abundante en la
mayoria de células animales. Se concentra en la regién del disco Z de la miofibrilla
(Figura 16-94). Los filamentos de miosina estdn también mantenidos mediante
una trama regular -en este caso, hexagonal- a través de proteinas asociadas que se
unen en la zona media, a lo largo de los filamentos gruesos bipolares.

Las células del miisculo esquelético contienen dos proteinas extraordinaria-
mente abundantes, llamadas titina y nebulina, que forman una red de fibras
asociada con los filamentos de actina y de miosina. La titina, que tiene un peso
molecular de 3 x 105, es el polipéptido més grande descrito hasta ahora. Las mo-
léculas de titina, a modo de cuerdas, se extienden desde los filamentos gruesos
del disco Z; se cree que actian a modo de muelles manteniendo los filamentos
de miosina centrados en el sarcémero (Figura 16-95). Al contrario, la nebulina,
que también es muy grande, estd intimamente asociada con los delgados fila-
mentos de actina, y estd formada casi enteramente en una secuencia repetida de
35 aminodcidos que se unen a la actina. El nimero de estos motivos, y por tanto
la longitud total de la molécula de tubulina, es el necesario para extenderse des-
de un extremo del filamentos de actina hasta el otro. De este modo, la nebulina
podria actuar como una “regla molecular” para regular el ensamblaje de actina y
la longitud de los filamentos de actina durante el desarrollo del miisculo (véase
Figura 3-52).

Las miofibrillas se unen unas a las otras, lado a lado, mediante un sistema
de filamentos intermedios de desmina, y toda esta disposicion se ancla entonces
en la membrana plasmatica de la célula muscular mediante diversas proteinas,
incluyendo una proteina de unién a la actina alargada y flexible, llamada distro-
fina. Esta proteina, que se encuentra ausente en aquellos pacientes con distrofia
muscular, tienen un enorme parecido con la espectrina, y puede unir protefnas
especificas de la membrana muscular a los filamentos de actina de la miofibrilla.

La misma maquinaria contrdctil, en una forma modificada, se
encuentra en el musculo cardfaco y en el miisculo liso*

Hasta ahora sé6lo hemos explicado uno de los tres tipos principales de misculo
presentes en los vertebrados —el miisculo esquelético. Los otros tipos son el miis-
culo del corazon (o miisculo cardiaco), que se contrae unos 3 mil millones de ve-
ces en el curso de una vida humana de duracién media, y el miisculo liso, que
produce las contracciones lentas y prolongadas tipicas de 6rganos tales como el
intestino. Los tres tipos de fibras musculares, conjuntamente con otro tipo de
células contractiles conocidas como células mioepiteliales (véase Figura 22-36E),

disco Z

titina linea M

.
:

nebulina

actina (filamento delgado)

El miisculo

Figura 16-94 Localizacién de la
o-actinina en el miisculo. Imagen de
inmunofluorescencia confocal que
muestra un grupo de miofibrillas de
células del miisculo cardiaco
cultivadas. La actina se ha marcado en
rojo con faloidina unida a rodamina, y
la a-actinina se ha marcado en verde,
con un anticuerpo ligado a
fluoresceina, pero como la actina y la
a-actinina se colocalizan en el disco Z,
esta region aparece realmente como
amarilla. (De M.H. Lu et al., J. Cell Biol.
117:1017-1022, 1992, con el permiso de
copyright de The Rockefeller
University Press.)

Figura 16-95 Localizacién delatitinay
de la nebulina en un sarcémero del
muisculo esquelético. Cada molécula
gigante de titina se extiende desde el disco
Z hasta la linea M —una distancia superior
a 1 pm. Una parte de cada molécula de
titina estd fntimamente asociada con las
moléculas de miosina de los filamentos
gruesos; el resto de la molécula es eldstico
y cambia de longitud mientras el miisculo
se contrae y se relaja. Cada molécula de
nebulina se extiende desde el disco Za lo
largo de la longitud de un filamento de
actina delgado y podria determinar la
longitud de éste.

disco Z

miosina {filamento grueso)
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se contraen mediante un mecanismo de deslizamiento de filamentos de actina y
filamentos de miosina,

Al igual que el musculo esquelético, el miisculo del corazén es estriado, re-
flejando una organizacion de filamentos de actina y de miosina muy similar.
También es estimulado a contraerse mediante un mecanismo parecido: un po-
tencial de accién de los tibulos T dispara de alguna manera la liberacién de Ca?*
del reticulo sarcoplasmatico, lo cual activa la contraccién por medio de un com-
plejo troponina-tropomiosina. No obstante, las células musculares del corazén
no son plurinucleadas, y estdn unidas por sus extremos mediante unas estructu-
ras especiales llamadas discos intercalares (Figura 16-96). Los discos intercalares
realizan al menos tres funciones. (1) Unen una célula a la siguiente por medio de
desmosomas (discutido en el Capitulo 19). (2) Conectan los filamentos delgados
de las miofibrillas de las células adyacentes (realizando una funcién andloga a la
que desempefian los discos Z en el interior de las células). (3) Presentan uniones
de tipo gap que permiten la transmisién rdpida del potencial de accién desde
una célula a la siguiente, sincronizando las contracciones de las células muscu-
lares cardiacas.

El tipo de miisculo mds “primitivo”, en el sentido de ser méas parecido a las
células no musculares, no presenta estriaciones por lo que se le denomina muis-
culo liso. Forma la porcién contractil del estémago, del intestino y del titero, las
paredes de las arterias, los conductos de las glandulas secretoras y muchas otras
regiones en las que es necesaria una contraccion lenta y sostenida. Estd formado
por capas de células alargadas y fusiformes, cada una de las cuales presenta un
solo micleo. Las células contienen filamentos de miosina y de actina, pero estos
filamentos no estdan dispuestos siguiendo la distribucién altamente ordenada
del miisculo esquelético y del misculo cardiaco, y no forman miofibrillas. Por el
contrario, los filamentos forman un aparato contréctil dispuesto de forma més
laxa, que se halla alineado, aproximadamente, con el eje largo de la célula pero
que estd anclado oblicuamente a la membrana plasmdtica en uniones discoida-
les que agrupan conjuntos de células.

Aunque el aparato contrdctil del musculo liso no se contrae tan rapidamen-
te como las miofibrillas del miisculo estriado, tiene la ventaja de permitir un ma-
yor grado de acortamiento, y por lo tanto, puede producir grandes movimientos
a pesar de que no disponga del sistema de palancas que proporciona el anclaje a
los huesos. Actualmente se conoce muy poco todavia acerca de la organizacion
de los filamentos de actina y de los de miosina que hacen esto posible; en la Fi-
gura 16-97 se presenta un posible modelo al respecto.

En muchas células, la activacién de la miosina depende de la
fosforilacién de la cadena ligera de la miosina®

Los mecanismos contrictiles altamente especializados que acabamos de descri-
bir en fibras musculares evolucionaron a partir de unos simples mecanismos de
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Figura 16-96 Estructura del miisculo
cardfaco. Diagrama esquemético del
muisculo cardfaco que muestra dos
células unidas, extremo con extremo,
mediante uniones especializadas
conocidas como discos intercalares.
Los filamentos de actina de los
sarcomeros de células adyacentes se
insertan en el denso material asociado
con la membrana plasmadtica de la
region de cada disco intercalar, como
si se tratara de discos Z. Asf, las
miofibrillas contintian a través del
nticleo, sin tener en cuenta los limites
celulares.
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fibras de soporte que
contienen filamentos
intermedios

fibras contractiles que
contienen actina y
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cuerpos densos
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membrana plasmatica
densamente tefidos

generacion de fuerza que se encuentran en todas las células eucariotas. No es
sorprendente que la miosina-II de las células no musculares se parezca a la
miosina-II de las células musculares lisas, el tipo menos especializado de muis-
culo. Como en el miisculo esquelético y en el cardiaco, la contraccién en las cé-
lulas musculares lisas se dispara por un incremento del Ca** citosélico; pero, al
contrario que en el mecanismo del misculo esquelético y del cardiaco, la con-
traccion se inicia principalmente por la fosforilacién de una de las dos cadenas
ligeras de la miosina-II, la cual a su vez controla la interaccién de la miosina
con la actina. Un mecanismo parecido regula la actividad de la miosina-II no
muscular.

Las dos cadenas ligeras de cada cabeza de la molécula de miosina-II (véase
Figura 5-23) son diferentes, y s6lo una de ellas es fosforilada durante la contrac-
cién no muscular y durante la contraccién del miisculo liso. Cuando esta cadena
ligera se fosforila, la cabeza de miosina interactiia con un filamento de actina
por lo que se genera la contraccién; cuando la cadena se desfosforila, la cabeza
de mosina tiende a disociarse de la actina y se vuelve inactiva. La fosforilacién
estd catalizada por la enzima quinasa de la cadena ligera de la miosina, cuya
unién requiere la unién de un complejo Ca?*-calmodulina. Como resultado de
ello, la contraccién estd controlada por los niveles de Ca? citosdlicos, tal como
ocurre en el musculo esquelético y en el miisculo cardiaco (Figura 16-98).

La fosforilacion de la cadena ligera puede tener influencia sobre el estado de
agregacion de las moléculas de miosina-1I en la célula, mencionado anterior-
mente en relacién con la motilidad de las células no musculares (véase Figura
16-73). La fosforilacién de la miosina-II se produce de una manera relativamen-
te lenta, de modo que a menudo la contraccién médxima se alcanza aproximada-
mente un segundo después del estimulo (respecto a los pocos milisegundos ne-
cesarios para el caso de la célula del mdsculo estriado). Sin embargo, en las
células musculares lisas y en las no-musculares, la activacion rdpida de la con-
traccion no es importante: en estas células las miosinas-II hidrolizan ATP apro-

quinasa de la
cadena ligera
de la miosina

miosina con la
cadena ligera
desfosforilada

calmodulina

PROTEINAS
INACTIVAS
ATP
chzé / [AF] -’
e PROTEINAS
ACTIVADAS

El miisculo

Figura 16-97 Modelo del aparato
contréctil de una célula del miisculo
liso. Segtin esta hipétesis, haces de
filamentos contrdctiles que contienen
actina y miosina (rojo) se hallan
anclados por un extremo a los cuerpos
densos de la membrana plasmatica, y
por el otro extremo, atravesando los
“cuerpos densos” citoplasmaticos, se
hallan unidos a haces no contractiles
de filamentos intermedios (azul). Los
haces contrdctiles de actina-miosina
se hallan orientados de forma oblicua
al eje longitudinal de la célula (el cual,
generalmente, es mucho mads largo de
lo que aqui se muestra), de forma que
su contraccién acorta notablemente la
célula. En la figura se presentan
unicamente unos cuantos de los haces
existentes.

Figura 16-98 Regulacién dela
contraccion del miisculo liso por el
Ca*'. La contraccion se activa con la
presencia de Ca*', por la quinasa de la
cadena ligera de la miosina, que
cataliza la fosforilacién de un lugar
particular en uno de los dos tipos de
cadenas ligeras de la miosina. Las
moléculas de miosina no muscular
estdn reguladas por el mismo
mecanismo (véase Figura 16-73).

919




ximadamente 10 veces mds lentamente que la miosina del misculo esquelético,
lo cual produce un ciclo de unién lento que supone que estas células sélo pue-
den contraerse lentamente.

Resumen

La contraccién muscular se produce mediante el deslizamiento de los filamentos
de actina respecto los de miosina. La regiones de la cabeza de las moléculas de
miosina, que se proyectan desde los filamentos de miosina, inician un ciclo condu-
cido por el ATP en que se unen a los filamentos de actina adyacentes, y se produce
un cambio conformacional que empuja el filamento de miosina contra el filamen-
to de actina, y entonces se separan. Diversas proteinas accesorias especificas facili-
tan este ciclo en el miisculo y mantienen los filamentos de actina y de miosina en
disposiciones superpuestas y paralelas con la orientacién correcta para que se
produzca el deslizamiento. Otras dos proteinas accesorias —troponina y tropomio-
sina- permiten que la contraccion del niisculo esquelético y del miisculo cardiaco
esté regulada por el Ca®'.

En las fibras del miisculo liso, y en la mayoria de células no musculares, la acti-
na y la miosina producen la contraccién de una forma similar a la del miisculo es-
quelético y cardiaco. Sin embargo, las unidades contrdctiles son mds pequefias y
menos organizadas en estas células; tanto su actividad como su estado de ensam-
blaje estdn controlados por una fosforilacién de la cadena ligera de la miosina de-

pendiente de Ca**.
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